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Uber die Lebeuctianer von Aspergillus-Kulturen. 
Von 


Max Roberg, Breslau. 
(Eingegangen am 30. Mérz 1944.)} 


Beobachtungen iiber die Lebensdauer einer groBen Anzahl von Pilz- 
Kulturen, u. a. auch von Aspergillus, die in Reagensglisern auf Agar- 
nahrbéden gezogen waren, verOffentlichte kiirzlich Zobl. Da ich friiher 
selbst einige derartige Versuche mit Aspergilius-Arten angestellt hatte 
und noch eine Reihe vieljihriger Kulturen besa, untersuchte ich diese 
nunmehr auf ihren Lebenszustand. Mein Material unterscheidet sich 
von dem Zobis durch ein betrichtlich héheres Alter, waren seine 
altesten Kulturen 29 Monate alt, so schwankten meine zwischen 10 und 
-15 Jahren. 


Eigene Versuche. 


Alle Pilze lagen in Reinkulturen vor, die in Reagensglisern, 
20 >< 180mm, mit Watteverschlu8 auf festen Nihrbédden — Malz- 
extraktagar oder Kartoffelschnitzel — gewachsen waren. Die vollig 
eingetrockneten Kulturen waren die ganze Zeit iiber in Papier verpackt 
in einem verschlossenen Holzkasten bei Zimmertemperatur aufbewahrt 
worden; Verunreinigungen liefen sich nicht nachweisen. Folgende 
‘14 Aspergillus-Arten standen in insgesamt 24 Rassen zur Verfiigung: 


Aspergillus amoenus Roberg, Aspergillus glaucus Link, Rasse I, IL 
: os candidus (Link?) Wehmer, und III, 
a cinnamomeus Schiemann, % nidulans Kidam, 
45 clavatus Desmazieres, oF niger van 'Tieghem? 
iG Ficuum (Reichardt) Hen- Rasse Berlin, | 
= nings, - Sieien » Hulda, 
: RS ‘Fischert Wehmer, » Gottingen alt, 
* flavipes Bainier et Sartory, » Gottingen neu, 
i flavus Link, Rasse Baarn, » Minster I, 
5; » oberg, » Minster I, 
- »  Wehmer, » Zwetsche, 
i fumigatus Fresenius, 5 niger altipes Schiemann. 


fuscus Schiemann, = Asp. 
Schiemannii (Schiem.) 
Thom, ; 


1 Diese Arbeit lag bereits fertig gedruckt in Heft 5, Band 13, S. 486 
dieser Zeitschrift vor; das Heft wurde nach Fertigstellung durch Kriegs- 
einwirkung in der Druckerei zerstért, 

2 Beziiglich dieser Rassen siehe Behr und Roberg. 


‘Archiv fiir Mikrobiologie. Bd. 14. 


-Zuniichst Pane von. eatloar Teulvaren: qahrere Uihinpraaee aut 
- sterilen Nihrbéden vorgenommen, die sich in Reagensglisern mit Watte- 
verschlu8 befanden und je nach dem Warmebediirfnis der Pilze bei 

- Zimmertemperatur — um 18°C — oder im Thermostaten bei 34° Cc auf. 
bewahrt wurden: Malzextrakt- Bierwtirze-Agar, Kartoffel* und zum Teil. 

auch WeiBbrot. Bei der stets reichlichen Abimpfung wurde nach Még- 
- jichkeit nur Konidienmaterial iibertragen, allerdings war bei den Askus- 

- gsporen-bildenden Arten eine Trennung von diesen nicht méglich®. Ta- 

belle I gibt die Pilzkulturen an, von denen Abimpfungen gelangen. Es 

sei noch erwiihnt, da® die aus den alten Konidien gezogenen Mycelien 
ear. wie die gebildeten pons normales ca ger ea hatten. ? 
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Die Kulturen, von denen _Abimpfungen nicht» gelangen, d.h. dere 
Konidien auf den Naihrbéden nicht auskeimten, wurden nunmehr nach 
dem Vorbild von Wehmer mit Nihrlésung — Bierwiirze- Malzextrakt 


losung — tibergossen. Jetzt zeigten Leben: — 4 
As | Aspergillus nidulans. . . . . a Alter der Kultur: 12 Jahre 
. =. niger, Rasse Berlin . . . ae . T2 Sate at 
Py flavus, Rasse Baarn . . pate he > Sgn es Su hea ee : 
‘ | fumigatus eRe witha ys pee, i. 1b 
‘ Rick AG ee elena Shen a 75 : ay > 


1 Im Autoklaven sterilisierte Kartoffel erwies sich fiir alle Pigs. als 
gutes Nahrmedium. — 2 Nach Blochwitz sollen Askussporen linger keim- 
fihig bleiben und nach Brefeld hatten bei Penicillium glaucum die Askus- 
sporen eine lingere Lebensdauer als die Konidien, wahrend letztere bereits 
nach 11/2 bis 13/4 Jahren abgestorben waren, keimten die Askussporen noo® 
nach 2 Jahren aus. 
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Ober die Lebensdauer yon Aupereulie: Roane | = 


Kein Leben zeigten: | 


_ ~ Aspergillus cinnamomeus Sete Sea . . . Alter der Kultur: 12 Jahre ; 
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- Diese letztgenannten Rutteton kénnen_als abgestorben betrachtet 
werden. Me 

Um zu sehen, ob durch das Alter die Konidien der eingetrockneten tte 
‘Kulturen in ihrer Keimkraft gelitten hatten und sie daher vielleicht 
ine langere Keimzeit bendtigten als junge, wurden zum Vergleich mit 
den erhaltenen jungen Konidien Nahrbéden beimpft. Wie ebenfalls aus 
der Tabelle I hervorgeht, war die Keimdauer dieser jungen Konidien 
egentiber der Keimdaner alter Konidien abgekiirzt. 


Vergleich der erhaltenen Ergebnisse mit len Angaben 
im Schrifttum. 


Aspergillus clavatus Desmaziéres. 


- Bei Wehmer keimten 21/2 jahrige Konidien von Asp. clavatus nicht mehr : 
aus, nach UbergieBen mit Nahrlésung zeigte die Kultur aber noch Leben. <iog 
Gleichaltriges Material erwies sich friiher bei mir und spiter bei Zobl als 4 
keimfahig. Eine 5jahrige Kultur fand Siebenmann abgestorben. by 


‘Bei meinen vorliegenden Versuchen besa8 eine Kultur nach 
12 Jahren keine Keimfahigkeit mehr. Asp. clavatus scheint daher nur 
sin Alter von wenigen Jahren erreichen zu kénnen. : 


Aspergillus Fischeri Wehmer. 


4 1'/2jahrige Kulturen dieses Pilzes waren nach Zobl, 5jahrige nach 
sigenen Versuchen vermehrungsfahig. 


Bei meinen jetzigen Versuchen erwies sich eine 12 jahrige Kultur 
Is abgestorben, von einer 10 jihrigen keimten dagegen die Konidien Ret. 
och aus. Die maximale Lebensdauer diirfte demnach um 11 bis 12 Jahre ae 


Hiegen. ie a 
Aspergillus flavus Link. Soe 


Uber die Lebensdauer von Asp. flavus liegen verschiedene Angaben vor. Bit 
Siebenmann fand 5 jaihrige Kulturen noch lebend und Hansen wilt als obere : 
Grenze der Keimfihigkeit — bei Asp. flavescens = flavus — etwa 8 Jahre. 

Die Ergebnisse spiiterer Autoren fallen daher nicht aus der Reihe; es-er- 

iesen sich vermehrungsfahig: nach eigenen Versuchen 5 jahrige, nach 

ener nicht genau 6jihrige und nach Brefeld 6 jahrige Kulturen, Nach 

Thom und Church hatte weiter Asp. flavus bei Wehmer noch nach 9 Jahren 

seine Keimkraft behalten, die nach 20 Jahren jedoch erloschen war. 

_ Fir meine jetzigen Versuche standen drei Rassen zur Verfiigung 


oberg, Baarn und Wehmer. Die letztgenannte war nach 12 Jahren 


ae 


ok 


1 * 


4 ii M. Roberg: - ; 3 


abgestorben, die Rasse Baarn zeigte nach Zugabe von Nihrfliissigkeit 
zur eingetrockneten Kultur noch Leben, wiihrend die Konidien- der 
ersteren noch nach dieser Zeit auf N&ahrbéden auskeimten, Die Lebens- 
dauer der einzelnen Rassen yon Asp. flavus ist, wie aus obigem Material 
hervorgeht, individuell verschieden. Nach 12 Jahren war eine Rasse- 
tot, eine andere zeigte noch tadellose Keimfahigkeit, wihrend die dritte 
betreffend maximaler Lebensdauer bzw. Keimfihigkeit in der Mitte 
stand und nach dieser langen Zeit zum gréften Teil abgestorben watg 
aber dennoch iiber gewisse keimfihige Kriifte verfiigte. Wahrscheinlich 
hatte nach weiteren 1 bis 2 Jahren auch diese Rasse kein Leben mehr _ 
gezeigt. 5 
Nach 12 Jahren war die Keimkraft der Rasse Roberg nur wenlgy 
geschwiicht, da die Konidien bei 34°C innerhalb von 2 Tagen und bei 
etwa 18°C innerhalb von 6 Tagen auskeimten', wihrend die Keimkraft 
der von Brefeld benutzten Rasse bereits nach 6 Jahren starker ge- 
litten haben mu, hatten die Konidien bei Zimmertemperatur doch eine 


Keimdauer von 2 Wochen. , : 
Aspergillus fumigatus Fresenius. ; : 

Eidam beobachtete, daB 10 Jahre alte Konidien von Asp. fumigatus i 
Nahrliésungen innerhalb eines Tages auskeimten, Wehmer bezweifelte diesen 
Befund, da eigenes Material bereits nach wenigen Jahren seine Keimkraft 
verloren hatte und 6jahrige Konidien niemals mehr auswuchsen. Friiher fand 


ich und spiter Zobl 2!/2 jahrige Konidien noch keimfihig. ¢ 


Bei meinen jetzigen Versuchen erwiesen sich die Konidien von 
einer 12 jahrigen Kultur voll lebensfahig, ihre Keimkraft war jungem 
Material gegentiber kaum geschwiicht; wie bei Eidam bildeten sie 
innerhalb 24 Stunden auf frischem Niahrsubstrat Mycel. Steril blieben 
Konidienaussaaten von einer 15jaéhrigen Kultur. Als diese aber mit 
Nihrlésung iiberschichtet wurde, bildete sich eine feste Pilzdecke mit 
guter Konidienfruktifikation, ein Zeichen, daB unser Pilz nicht véllig 
abgestorben war; seine maximale Lebensdauer diirfte iiber 15 Jahre 
liegen. Daf diese aber neben einer Art- in erster Linie eine Stammes- 
cigentiimlichkeit ist, geht aus den entgegengesetzten Befunden Weh- 
mers hervor, der daraufhin zu Unrecht gegen die Angaben von Eidam 
Zweifel hegte. Von Interesse ist noch folgendes: In zwei Gasthermo- 
staten des hiesigen Instituts wurden in friitheren Jahren, zuletzt 1926/27, 
sehr viele Kulturen thermophiler Mikroorganismen, u.a. auch von Asp. 
fumigatus, gezogen. In diesem Jahr konnte in beiden Brutschrinken 
auf sterilen Nihrbéden mit Leichtigkeit Asp. fumigatus eingefangen 
werden. Diese Infektionen miissen auf Konidien zuriickgehen, die also 
mindestens 18 Jahre alt sind; ein zufilliger Befund, der ebenfalls die 
Langlebigkeit der Konidien dieses Pilzes zeigt. 


Aspergillus glaucus Link. 


Neben Asp. Oryzae kann nach der Literatur von allen Aspergillus-Arten 
Asp. glaucus das hichste Alter erreichen. Hansen berichtete, daB dieser 


1 Junge Konidien keimten bei 34°C innerhalb von 1 Tag und bei Zimmer- 
temperatur innerhalb von 2 Tagen. 


Uber die Lebensdauer von Aspergillus-Kulturen. 5 


Pilz noch nach 16 jihriger Aufbewahrung lebend war. Zobl beobachtete Keim- 
fihigkeit nach 11/2, ich-friiher nach 5 und Blochwitz nach 9 Jahrent, Bei 
Wehmer war die Lebensdauer der Konidien eine viel geringere, sie ging im 
allgemeinen nicht iiber 1—2 Jahre hinaus, ja war mehrfach nach 8 Monaten 
bereits erloschen. Nun 1&8t sich gerade bei Asp. glaucus eine scharfe Tren- 
nung der Konidien von den meist massenhaft gebildeten Perithecien bzw. 
Askussporen beim Abimpfen nicht durchfiihren und so ist es nicht klar, auf 
‘wessen Keimung dann das junge Mycel zuriickgeht, Um dies einwandfrei zu 
-entscheiden, miiften Keimversuche unter mikroskopischer Kontrolle durch- 
gefiihrt werden. 


Aus einer Rohkultur waren seinerzeit mehrere Einsporkulturen 
gezogen worden, von denen jetzt noch drei zur Verfiigung standen. 
Da sie aus derselben Ausgangskultur stammen, ist es fraglich, ob wirk- 
lich alle drei unterschiedliche Rassen darstellen oder ob sie — was 
wahrscheinlicher scheint — auf eine gemeinsame Einzelkultur zuriick- 
gefiihrt werden kénnen und nur Stimme einer Rasse sind. Wie dem 
auch sei, von allen drei Kulturen gelangen Abimpfungen noch nach 
15 Jahren, wenn auch zu beobachten war, daf ein betrichtlicher Teil 
der Konidien nicht mehr auskeimte und da beim Verimpfen von wenig 
Sporenmaterial die Kulturbéden verschiedentlich steril blieben. Als 
Nahrbéden wurden auBer den oben genannten noch stets Pumper- 
nickel benutzt. Da 12 Jahre altes Material ton Rasse III sich, wie 
au erwarten, ebenfalls als keimfahig erwies, ist ohne Belang bis auf die 
Beobachtung, da anscheinend nicht so viele Konidien abgestorben 
waren als nach 15jahriger Aufbewahrung. 


Die maximale Lebensdauer unserer Rassen liegt tiber 15 Jahre 
und die Angabe von Hansen iiber 16 Jahre altes lebendes Material kann 
daher kaum mehr bezweifelt werden. 


Aspergillus nidulans Kidam. 4 


Von Asp. nidulans fand Eidam 1*/2- bis 2 jahrige Kulturen, Zobl 1*/2- 
jahrige und ich friiher 21/2 jahrige noch voll lebensfahig. 


__Nunmehr keimten die Konidien von 12jihrigem Material auf den 
yenutzten Nihrbéden nicht mehr aus. Als die eingetrocknete Kultur 


mit Nihrlésung tiberschichtet wurde, wuchsen von einigen wenigen 
Stellen Mycelien aus, die dann eine feste Decke mit starker Konidien- 
fruktifikation bildeten. Die maximale Lebensdauer des Stammes diirfte 
daher nur wenig iiber 12 Jahre liegen, wihrend dieser Zeit sind jedoch 
die weitaus meisten Konidien bereits abgestorben. Da Asp. nidulans 
auch Perithecien bildet, kann nicht gesagt werden, welche Teile des 


Pilzes die gezeigte lange Lebensdauer besitzen, Mycel, Konidien oder 
Askussporen. 


: 1 Bei Blochwite muB die Lebenskraft der Konidien nach dieser Zeit 
bereits gelitten haben, da das aus ihnen gezogene Mycel nur farblose Koni- 


dien zu produzieren vermochte. 


alg 1: Jahr. Mit diesen Angaben steht er im Gegensatz zu den meisten 


ie a) aber nicht mehr nach 21/2 Jahren und genau so verhielt sich eine dri 


Aspergillus niger van Tieghem t u. Aspergitas Ficwum (Reich ) Henni gs 
aes 


Von Asp. niger, diesem so hiufig benutzten -Versuchspilz 
Laboratorien, liegt das hee Material iiber die uns ier, interessiere 
Frage vor: « 


Nach de Bary u. a. keimten tiber 1 aie alte Konidien, Siebenmann - 
5 Jahre alte noch lebend, Brefeld beobachtete ein etwas geschwiichtes 
keimen von 5 Jahre alten und Hansen hilt als obere Lebensgrenze | 
6 Jahre. Wehmer stellte Versuche mit verschieden alten Konidien an 
sah, da viele schon nach 1 Jahr tot waren, die iibrigen | lebensfihigen aber n D 
eine trige Entwicklung zeigten, also bereits stark geschwicht waren; v 
nicht ganz 3 Jahre alten Kulturen erwiesen sich fast alle Konidien als 
- gestorben, nur wenige wuchsen noch aus. Dreijahriges Aufbewahren s 
nach Wehmer die Keimfahigkeit bereits stark in Frage, fiir den Durchse 
veranschlagt er die Lebensdauer trocken liegender Konidien nicht viel hé 


obigen Autoren, wihrend die Ergebnisse von Zobl dagegen eine gewisse 
stitigung bringen. Bei diesem keimte die erste Rasse, allerdings sehr lan 
sam, noch nach 21/2 Jahren, die zweite nach 14/2 Jahren ohne Schwierig 


Rasse. Ich selbst hatte friiher gefunden, dafi die aus wenige Tag 
16 Monate alten Konidien hervorgegangenen Mycelien ein gleich kriftig 
Wachstum zeigten. Eine gewisse Beeinflussung des Mycelgewichtes durch 
Alter der Sporen fanden Frey und Poschenrieder. Daf das Alter der 
dien einen Einflu8 auf das physiologische Verhalten des Mycels haben 
wie u. a. Schwartz und Lang, Rippel und Kreutzmann sowie Paley 
stellten, interessiert hier weniger. ry : 


et 


~OYe 


a 


Nun standen fiir die Versuche 7 verschiedene Races und 3 M 
tanten von Schiemann zur Verfiigung. Von 5 Rassen keimten- 
12 Jahre alte Konidien ohne Schwierigkeit* aus, die Rasse Berl 
zeigte erst nach Zugabe von Nahrfliissigkeit zur ganzen eingetrockne 
Kultur Leben, wiihrend 13 Jahre alte Konidien von der Rasse Miinste 
nicht mehr auswuchsen. Auch nach Uberschichten ‘mit Nihrlés 
zeigte diese Kultur kein Leben mehr; dagegen. waren 11 Jahre 
Konidien keimfiihig. Die Grenze der Keimfihigkeit bei der R 
Miinster I diirfte Gernach um 12 Jahre liegen und die der Rasse Berlitz 
einige Jahre héher. ‘2 


Ahnlich wie Asp. niger Berlin werhiett sich auch ‘Asp, Ficuum, 
eine Art, die nach Wehmer sowie Thom und Church wahrscheinlich 
als eine Rasse von Asp. niger zu betrachten ist, auf jeden Fall aber 
zur niger-Gruppe gehort. 12 jihrige Kulturen zeigten nur nach Zugahe 
von Niahrfliissigkeit zur eingetrockneten Kultur Leben, wiihren¢ 
10 jihrige Konidien noch auskeimten; die obere Lebensgrenze diirft 
demnach wenig tiber 12 Jahre liegen. ~ 


Von den 3 Mutanten des Asp. niger war eh 12 ‘Jahren nur noe 
Asp. niger altipes lebend, wiihrend Asp. cinnamomeus und Asp. ik 


1 Von Rasse Géttingen alt war der sass Teil dee Konidien bereits ab 


- gestorben. 4 
j 
4 | 


Uber die Lebensdauer von Aspergillus-Kulturen. ie 
storben waren. Da 10jiihrige Konidien von Asp. fuscus sich als 
mfahig erwiesen, muf die maximale Lebensdauer dieser Mutante 
der zur Verfiigung stehenden Rasse um 11 Jahre liegen. . 
tewisses Interesse beansprucht noch der Befund, da6, wie friher 
geben, mindestens 16 Jahre alte Aleppo-Gallen in steriler feuchter 


mmer sich mit Asp. niger bedeckten. Nunmehr wurden iiber 20 Jahre 


verschlossenem Gefaif im hiesigen Museum aufbewahrte Aleppo- 
Hen in eine feuchte Kammer gebracht, Aspergillus-Wachstum zeigte 
h nicht. : = : 

~ Wie bei Asp. flavus war auch bei Asp. niger die Lebensdauer der 
welnen Rassen unterschiedlich, sie lag bei den benutzten erheblich 
er der bisher bekannten und besonders héher als sie Wehmer und 
bl bei ihren Rassen gefunden hatten. Besondere Beachtung ver- 
men die 3 Mutanten altipes, juscus und cinnamomeus, die aus einer 
meinsamen Einsporkultur entstanden waren’. Wenn wir annehmen, 
8 die Ursprungsrasse, der altipes nach Schiemann niiher steht als 
» beiden Farbmutanten, langlebig war, so hat sich das Erbgut, ein 
es Alter zu erreichen, bei fuscus und cinnamomeus ungiinstig ver- 
ert und es liige auch in dieser Hinsicht Verlustmutation vor wie 


ziiglich der Fahigkeit zur Pigmentbildung. 


x 


— Aspergillus Oryzae (Ahlburg) Cohn. 


_ Nach den bisherigen Angaben in der Literatur kénnen von allen Asper- 
us-Arten die Koniden von Asp. Oryzae am lingster® ihre Keimkraft be- 
ten. Mc Crea berichtet niimlich, dai Konidien dieses Pilzes, die 22 Jahre 
einem versiegelten Reagensglas aufbewahrt wurden, sich noch als keim- 
ig esen. Nach Wehmer zeigten sich 2t/e-, 3- bis 4- und iiber 5jahrige 
ulturen lebend. Der Autor halt die Koniden dieses Pilzes ,,jedenfalls mit zu 
r n ihre Keimkraft bewahrenden Pilzsporen“. Bei mir hatten 
ch frither 21/2 jahrige Kulturen vermehrungsfihig erwiesen. 

Leider stand jetzt kein alteres Kulturmaterial mehr zur Verftigung. 
eo ‘um 45 Jahre alte Koji-Muster (5 Reis- 
i Keimkraft untersucht; es konnte aus 


em mehr Asp. Oryzae herausgeziichtet werden? . 


ht tiber die Lebensdauer ver- 


~ In Tabelle Il wird eine Ubersic nsdaw 
wobei die bereits naher be- 


ehiedener Aspergillus-Arten gegeben, Wi 
prochenen Angaben teilweise mit aufgefiihrt werden. 

1 A ; ; chromat versehenen Nahr- 
aten mehrmnals, teils nach 


1 Asp. cinnamomeus ist auf einem mit Kalium 
n entstanden, die beiden anderen Mutanten tr 


teizung mittels Chemikalien, teils spontan auf. ay 
; croBe Bedeutung in der Saké- und Soja- 


ist anzunehmen, daf in der dortigen Literatur auch 
bzw. Keimfihigkeitsdauer nieder- 


\ 


2 Da dieser Pilz in Japan eine 


ohnenindustrie hat, ist anzu 
renauere Angaben ‘iiber seine Lebens- 
elect sind. 


Tabelle Il. Ubersicht iiber die Lebensdauer ALTE LOGE 


M. Roberg: oe 


Aspergillus - -Arten 1, 


| 


Alter der | Keim- : 
Aspergillus? © Kultur in} fihig- Autor Bemerkungen 
peat Jahren keit 4 
& 
albus Wilhelm . . . . ane + | Zobl 
amoenus Roberg . . «|| 5 U»l2) + | Roberg 
aureoglaucus Roberg . . 5 + | Roberg 
candidus (Link ?) Wehmer 14/, + | Zobl 
2/3 — | Wehmer : 
12 + | Roberg 
cinnamomeus Schiemann. 12 — | Roberg oe 
clavatus Desmaziéres. . || 24/, + | Wehmer, Roberg, Zobl Bei Wehmer nvr 
5 — | Stebenmann pe SER rs ed 
12 — | Roberg sigkeit zur 
elegans Gasperini . . .|| 1*/2 +t Zool Kultur. 
Ficuum(Reich.) Hennings 10 + | Roberg | 
12 Rober Nur nach Zuga- 
Fischeri Webmer . . . || Ue ag - Zobl f Pica ue 
5 ae + Bevery aculun call 
_ ober. 
flavipes Bainier et Sartory 5 + Rabie 
: 12 — | Roberg 
flavus Link . 5 + | Roberg, Siebenmann 
6 + Brefeld, Wehmer 
8—9 + | Hansen, Wehmer 
e _ 20 — | Wehmer 
Rasse Roberg . . 12 ++ -| Roberg 
SEA CLT at &, hone 12 a8 Roberg || Nur hach Zuga- 
>» Wehmer.... 12 — | Roberg i sonshea 
\fumigatus Fresenius 25 + Roberg, Zobl. Katee me 
6 — Wehmer 
10 + | EHidam 
12 + | Roberg 
15 + Roberg f Nurnach Sugoi 
fuscus Schiemann. . 10° + | Roberg - ae Nihr-_ 
12 — | Roberg Kultue. Se 
giganteus Wehmer. . . || 24/, + | Wehmer ‘ee 
glaueus Link. . . 1—2 — Wehmer 
5 + | Rober, : 
9 + Blochwite t 
16 + | Hansen 
RasseeTIi wpe 12 ++ | Roberg 
4” Eh wR ANE | 15 4c Roberg Ein _ betricht- 
malignus Lindt. . . 1), 4+. | Zobl licher Dei deg 
minimus Wehmer 21), +L | Wehmer eaten Va 
(i vt gestorben. 
nidulans Kidam . 1"), + Kidam, Zobl 
ae + | Roberg re 
, ; 2 + Roberg ur nach Zuga- 
niger Van rhe : be v i 
I Fie ehems 6 ; + | de Bary flissigkeit ur 
: — | Wehmer Kultur. 
4 + | Siebenmann, Brefeld : 
Rasse Zach... ahs Bs won 
& Zobl Iu. I 1G 4. Zobl 
22 | — | Zobl 


Nyda" 


ated 


oh 


Uber die Lebensdauer von Aspergillus-Kulturen. 


9 
e 
‘ Tabelle II (Fortsetzung). 
eS — 
iene are der} Keim 3 
rgillus tur i ihig 
perg Seas Pihig Autor Bemerkungen 
Rasse Berlin, Fulda, R. Berlin nur 
Géttingen alt, nach Zugabe 
Gottingen neu Areal ete 
Minster IT und : : Kalter: on 
Zwetsche 12 + | Roberg R. Snes 
os * q : War ein grober 
a Minster oie 11 + Roberg Teil der Koni- 
Egat: Minster Ps? ie — Roberg dien bereits ab- 
niger altipes Schiemann . 12 + | Roberg . Bonterben. 
ochraceus Wilhelm. . 9 = Blochwitz Es keimten nur 
-Oryzae (Ablburg) Cohn. || 2%/, + | Roberg, Wehmer noch __wenige 
’ Konidien aus. 
5 -f- Wehmer 
22 — Mc Crea 
Penicillopsis (Hennings) | 
Raciborski ine Beis o- Wehmer Nur nach Zuga- 
: be von Nahr- 
‘terricola Marchal . . . 2215 + Zobl make ti 
varians Wehmer . . 1—2 + Wehmer 
; k 2—3 — Wehmer 
versicolor (Vuillemin) 
DIFADOSCHilet cen tenes S + | Blochwitz 
Went Wehmer <2. 27. Dale + Wehmer, Zobl 


1 Wahrscheinlich stehen in der Literatur, zum Teil an versteckter 


Stelle, noch andere Angaben, da Beobachtungen vorliegender Art haufig nur 
nebenbei mitgeteilt werden. Arbeiten von Lucet und von Renon, in denen 


nach Lode Angaben iiber die Lebensdauer von Aspergillus-Konidien ent- 
halten sind, konnten nicht eingesehen werden. — 2 Die einzelnen Arten 


werden unter den Namen aufgefiihrt, welche die Autoren wihlten, obwohl es 
sich wahrscheinlich verschiedentlich um Synonyme handelt. Es sei dieser- 


halb auf Thom und Church verwiesen. 


SchluBbetrachtungen. 


Wehmer betonte seinerzeit, daf die Lebensdauer einer Asper- 
gillus-Kultur bzw. derer Konidien abhingig sei von der Aré der je- 
weilig vorliegenden Rasse, der Aufbewahrung und dem Ndhrboden. Ob 
und wieweit sich die Aufbewahrungsart und das Nahrmedium aus- 
wirken, kann aus unseren Beobachtungen nicht geschlossen werden, 
doch méchte ich annehmen, da bei einer ausgetrockneten Kultur die 


‘Art des Kulturbodens eventuell einen Einflu® auf die Lebensdauer des 


Mycels ausiiben kann, kaum dagegen die Keimkraft der Konidien be- 
einfluBt, es sei denn insofern, als das Nahrsubstrat die Ausbildung 
gesunder Konidien nicht gestattet hat. Deren Keimfihigkeitsdauer 


hingt meines Erachtens dagegen in erster Linie, abgesehen von der 


Art, von der gerade vorliegenden Rasse ab; wie bei allen Lebewesen 


wird die maximale Lebensdauer auch bei den Aspergillus-Arten eine 
in den Rassen selbst liegende Eigenschaft, eine Rasseneigenttmlichkett 


“4 
iy te 4 
(ey MOR , ~ 


ee Bs zeigte sich aber, daf in Obersinetitninites mit Angaben in der 
Literatur die Konidien der alten Kulturen eine langere Zeit zum Aus- 
-keimen auf frischen Nahrmedien bendétigten als die junger ‘Kulturen. | 
In weiteren Versuchen soll diesem Unterschied in der! Keimzeit: junger 
und alter Konidien nachgegangen werden. 


sein. Dies geht aus dex eae in aoe Literat : 
Versuchen bei Asp. flavus, glaucus und niger -hervor 
wie die Versuche mit Asp. glaucus wid niger gezei 
einer Kultur, auch einer Einsporkultur, die Ko 
miaBig ab, dondern nach und npen, worauf ae ee be reits 


” pemacht hat. aN sy thoah ah 


Im oniden und ganzen gesehen_ inabit Aspergillus-Kulturen ¢ ein 
hoheres Alter erreichen, als man meist anzinehmen gewohnt war, zumal 
die fritheren Angaben von Eidam iiber die Keimkraft von Asp. fumi- t 


~ gatus nach 10Jahren und von Hansen iiber das Auskeimen einer 


16 Jahre alten Kultur .von Asp. glaucus in ypetel Bevery: wurden. 
Beide konnten jetzt bestatigt werden. A : : 


: : « 
& rks 


t 


Zusammenfassung. 


10 bis 15 Jahre alte, eingetrocknete Kulturen von oe Aspergitiil - 
-Arten, die in insgesamt 24 Rassen vorlagen, wurden auf ihren Lebens- 
zustand untersucht. Durch Abimpfung konnten von 11 Arten neue 
Kulturen angelegt werden, wiihrend sich nur 3 als. abgestorben € r 
wiesen. Die verschiedenen Rassen einer Art verhielten sich hautlg 
unterschiedlich. e gk } ee 


Die maximale Lebensdauer-vieler Aspergillus-Arten ist hoher ; als 
man bisher meist annahm; sie hiingt allerdings entscheidend von der 


_ vorliegenden Rasse ab, da die Fahigkeit, ein hohes Alter zu erreichen, 


neben é¢iner Art- in erster Linie eine Rasseneig gentiimlichkeit ‘dar: 
stellen diirfte. aI ai i | 
Versuch mit einigen Penicillium- ‘Arten. A 
Anhangsweise sei noch iiber einen Versuch iiber die Lebensdauer von 
drei Penicilliwm-Arten berichtet, ohne auf ‘die diesbeziigliche Literatur ein: 


zugehen. Reinkultaron folgender Arten erwiesen sich nach 12 Jahren als 
abgestorben: ar a a 


es 


Penicillium brevicaule Sneckrder 
Hf luteum Zukal und ~~ 7 
~ Camemberti, d.h. ein: aus renal Camem- 

bert- “Kise gezogener, griiner Pinselsehimmel 
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a ay Literatur, i 
Bary, A. de, Vergleicl de M 
= chende Morphologie und Biologie der Pilze s. 373. a 
Leipzig 1884. — Behr, G., diese Zeitschr, 1, 418, 1930. — Blochwitz, 4, Ben. 


d. deutsch, bot. Ges. 41; 205, 1925 7-< — Brefeld, O., Bot. Unters. iiber Schimmel- 


 Lebensdauer von Aine ‘Kulturen: j fA ge | 


‘pilze. Heft II, 8. 76, are 1874; Heft II, S. 66, Leipzig 1877. — Eidam, E., 
; Beitr: Biol. d. Pfl. 3, 397, 1883. — Frey, A, u. H. Poschenrieder, diese Zeit- 
-schrift 3, 409, 1932. — Hansen, E.Chr., Bot. Zeitung, 55, 1. Abt., S. 127; Ammon Fa 
1897. — Lode, A., Arch. f. Hyg. 42, 107, 1902. — Mc Crea, A, Science (N. Y,), 

S., 58, 426, 1923. x Paley, T., Ginna. Zeitschr. 7, 206, 1936, — Rippel, A, . 
Paap ae Kreutzmann, diese Zeitschr. 6, 276, 1935. — Roberg, M., Centralbl. 3 
Bakt. II, 84, 218, 1931. — Schwartz, W., u. H. Lang, diese Zeitschr. 5, 387, | 
934, — Siebenmann, F., Die Schimmelmykosen ‘des menschlichen Ohres, 

. 26. Wiesbaden 1889. — Thom, Ch., u. M. B. Church, The Aspergilli. London 

é ‘Baltimore, 1926. — Wehmer, C., Die Pilzgattung Aspergillus. Mem. d. 
Soc. Phys. de Gantve 33, 2. Teil, Nr. 4, 1901. — Derselbe, Ber. a. Deutsch. 
bot. Ges. 22, 476, 1904. — Derselbe, Centralbl f. Bakt. il, 3, 104,°1897, — 
Zobl, as H., diese Zeitschr. 13, 14, 1948. 


(Aus dem Institut fiir Mikrobiologie der Universitat Gottingen.) 


Untersuchungen an Proactinomyceten. 
Von uy ; 

O. v. Plotho. 

Mit 1 Tafel. 

(Eingegangen am 1. Juli 1944.) 


Die Proactinomyceten bilden eine nach kulturellen, morphologi-— 
schen. und physiologischen Eigentiimlichkeiten wohl abzugrenzende_ 
Gattung in der Familie der Actinomyceten. Als selbstaéndige Gruppe 
wurden sie jedoch erst sehr spat erkannt. 


In der Literatur finden sich unter den mannigfachsten Bezeichnungen 
mehr oder weniger eingehend Stiimme beschrieben, die zweifellos in die 
Gattung Proactinomyces zu stellen sind. Besonders hiiufig trifft man schon 
frithzeitig in der medizinischen Literatur auf die Beschreibung von Orga-— 
nismen, deren Bau und Entwicklungsgeschichte einerseits an Actinomyceten, 
andererseits an Bakterien und Kokken erinnert: Es isolierten und beschrieben — 
Nocard 1888 Bacillus du farcin de boeuf aus eitrigen Geschwiiren des Rindes; 
Gruber wenig spiiter Micromyces Hoffmanni; Eppinger 1891 Cladothrix aste- 
roides, eine anfangs verzweigte, kurze Fiden, spiiter Staébchen und Kokken 
bildende Form aus einem GehirnabszeB des Menschen; Wolf und Israel 
Actinomyces hominis aus menschlichen Actinomykoseknoten; Vallée aus 
dem Blut eines erkrankten Pferdes einen kurzfidigen, in kurze Teilstiicke 
zerfallenden, rétlich gefirbten Organismus; Haas 1906 aus Actinomykose-— 
knoten des Menschen zwei Stimme, fiir die er die Bezeichnung Actinobac-— 
terium vorschlug, Ahnliche Organismen beschrieben Caminiti, Ligniéres, — 
Spitz, Namyslowsky und Henrici und Gardner, ; 

Als Saprophyten sind ebenfalls nicht allzu selten ahnliche Organismen — 
beschrieben. Betjerinck und van Delden isolierten aus der Luft sehr kleine 
und diinne Kurzstibchen, deren Linge ,sehr variabel“ war. Stérmer fand 
im Erdboden Formen, die Toluol, Phenol und m-Kresol als Kohlenstoffquelle 
zu benutzen vermochten, Unter Lieskes .,kurzfidigen Formen“ sind manche > 
bei den Proactinomyceten einzureihen, z.B. der in der Abb. 18 auf S. 52 an- 
gefiihrte Stamm, ebenso wie zwei auf 8. 201 abgebildete Organismen. Sdhngen, 
Dooren de Jong, Gray und Thornton sowie Wittern beschrieben als Myco- 
bakteriea Formen, die nach neueren Untersuchungen zu den Proactinomy-_ 
ceten zu stellen sind, Bokor bezeichnete seinen Organismus als Mycococcus 
cytophagus, eine Form, die nach Bau und Entwicklung einen Proactinomy- 
ceten darstellt. Novak und Mitarbeiter teilten 1933 Untersuchungen tiber 
verschiedene stark polymorphe Organismen mit, die ,,zwischen Staphylo- 
coccen und Actinomyceten“ stehen, und Colein beschrieb noch 1935 die Ver- 
wandlung eines gelben ,,Micrococcus“ in stiibchen- und fadenfirmige Indi- 
viduen, nachdem Jensen bereits 1931 und 1932 eingehende Untersuchungen 
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veréffentlicht und die Gattungsbezeichnung Proactinomyces vorgeschlagen 
hatte. Sie ist ohne Frage die gliicklichste von allen und wird sich, soweit 
. das heute iibersehbar ist, restlos durchsetzen. 
Trotz allen’ Einzelbeschreibungen bestehen im tibrigen aber iiber den 
Bau der Proactinomyceten, ihre physiologischen Merkmale, ihre Vermehrung 
usw. wenig eingehendere Untersuchungen. Aufer den Arbeiten von Jensen 
liegt nur eine ausfiihrliche neuere Arbeit des russischen Forschers Krassil- 
nikov vor, der, wie es in der englischen Zusammenfassung hei®t, 300 Kul- 
turen aus verschiedenen Boden und geographischen Zonen der Sowjetunion 
isolierte und eine ausfiihrliche Beschreibung einzelner Typen gab sowie ihre 
Systematische Gliederung durchfiihrte. Leider finden sich in der Arbeit nur 
Schematische Zeichnungen und keine photographischen Wiedergaben. Ganz 
kiirzlich erschien dann eine Arbeit von J. v. Horvath, der bei der Suche 
nach einem pyridinzersetzenden Mikroorganismus“ einen Proactinomyceten 
‘aus Gartenerde isolierte, den er nach verschiedenen Gesichtspunkten hin be- 
‘schreibt (Proactinomyces roseus). 


job 


In den nachfolgenden Ausfiihrungen werden die Ergebnisse der 

Untersuchungen mitgeteilt, die an 25 verschiedenen Proactinomyceten- 

_Stammen durchgefiihrt wurden, die siimtlich aus Béden der niheren- 
und weiteren Umgebung Gottingens isoliert worden waren. 


_Isolierungsmethode, Herkunft und allgemeine Charakterisierung 
: der einzelnen Stamme. 


Isolierung der Proactinomyceten. Ich benutzte eine schon von Ehrlich ver- 
- wendete und von Bucherer und von Horvath etwas verinderte Nihridsung 
_folgender Zusammensetzung:, KHe PO: 0,2°/0, Mg SO: 0,06°/o, Fe SO: 0,005°/o. Diese 
| Grundlésung wurde im Autoklaven bei 1,5 Atm. Druck sterilisiert und da- 
/ nach wurden als einzige Kohlenstoff- und Stickstoffquelle je 0,2°/o Nicotin, 
_ Pyridin, Piperidin und Anilin zugesetzt, von denen die drei erstgenannten 
heterozyclische Verbindungen darstellen, dann die einzelnen Kolben mit 
-Erdproben verschiedener Herkunft beimpft und mehrere Tage bei 25—27° C 
-gehalten. Es entwickelten sich in der tiberwiegenden Mehrzahl Proactinomy- 
-ceten, bei deren Reinkultur es sich erwies, dai die meisten von ihnen, jedoch 
nicht alle, die Fahigkeit besaBen, die betreffende Kohlenstoff-Stickstoff-Ver- 
_bindung zu zersetzen. AuBer mit Erdproben wurde auch eine griBere Anzahl 
‘von Versuchskolben mit’ Teichwasser verschiedener Reinheit und Gegend 
-beimpft. Es war jedoch in keinem Falle méglich, aus ihnen Proactinomy- 
-ceten zu isolieren, so daB es nicht unwahrscheinlich ist, dab sie sich in 
_unseren Gegenden im Wasser nicht finden. Krassilnikov gibt jedoch an, daf 
er eine Reihe von Stimmen im Wolgawasser nachweisen konnte. 
-  Makroskopisches Bild, Entwicklungsgyklus und Herkunft der 
-Stdmme sind in Tabelle I aufgezeichnet. mos ; 
Benennung der Stéimme: Bei den Stimmen, die eine bestimmte ciape 
Verbindung anzugreifen vermégen — und zwar nur diese — Nea ce 
‘diese Fahigkeit in ihren Namen ein und fiige Zur Unterscheidung i me 
_artiger Stimme mit der gleichen Fahigkeit ihrem Namen eine sbanike a ey 
‘bei. Die Benennung der tibrigen Stimme ist die von Krassilni anise 
‘schlagene. Er zieht zur Klassifizierung der Proactinomyceten ihre : aa 
“heran, die bei di¢sen Organismen oft in enger Beziehung seowaeh : on 
morphologischen und physiologischen Higenschaften, wobei jedoch zu 
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diese wichtige und auBergewohnliche Fahigkeit bestimmter Proactinomy- 


-Linie ihre kulturellen, morphologischen und sonstigen physiologischen 
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achten ist, daB eine Farbbezeichnung, wie z. B. ,,rwber™, nicht nur auf einen — 
Farbton, etwa hochrot, angewendet wird, sondern daf sie alle Stiimme mit 
orangefarbenen bis zu dunkelroten Pigmentierungen zu einer Gruppe zu-— 
sammenfaBt. Die pyridinus-, piperidinus- und anilinus-Stimme der Tabelle I 
fallen in die Skala dieser Farbténe und stehen deshalb in der Gruppe der 
orangefarbenen bis dunkelroten Stiimme, mit denen sie manche Eigen-— 
schaften gemeinsam haben, von denen sie sich aber auch, aufer durch ihre 
besondere Fihigkeit zur Zersetzung, in mancher Beziehung unterscheiden. 
Die Gruppe Pr. citreus umfaft die gelb- bis braungriinen Stiimme. Solche 
Farbtoéne besitzen auch die nicotinus-Stimme, sie wurden daher bei dieser 
Gruppe eingereiht. Fiir ihre verwandtschaftlichen Beziehungen zu ihr gilt das. 
fiir die gelbroten Formen Gesagte. Was unter der Bezeichnung ,,Dauerform* 
zu verstehen ist, wird spiter ausfiihrlich erdrtert werden. Die Stimme mit 
der gekennzeichneten besonderen Fiahigkeit der Zersetzung werden der 
Kiirze halber im folgenden, wenn sie nicht einzeln benannt werden, als 
,Giftzersetzer bezeichnet, obgleich diese Bezeichnung natiirlich anfechtbar 
ist, denn ,,Gift ist kein fest umschriebener, allgemein giiltiger Begriff. Uber 


ceten wird in einer besonderen Arbeit berichtet werden. Hier sollen in erster 


Eigenschaften besprochen werden, die auch manche interessante und ihnen 
eigentiimliche Besonderheiten erkennen lassen, : ne 
> Entwicklungszyklus der Proactinomyceten. In der Literatur finden 
sich tiberwiegend gleichlautende Angaben, da® das mehr oder weniger 
ausgebildete Jugendmycel in Stiébchen zerfalle, die sich weiter teile 
und verkiirzen, so da8 im Endzustand kokkenférmige Gebilde vor- 
handen seien. Nur vereinzelt st6Bt man auf die Beschreibung eine 
anderen Endzustandes. So gibt Jensen bei seinem Pr. minimus fii 
alte Kulturen Kurzstiibchen und Kokken an, fiir Pr. polychromogene. 
sogar nur Stiibchen ,,von 4 bis 10‘. Die Beschreibung des End-— 
zustandes als kokkenférmig trifft aber, wie die Tabelle I erkennen 
1a6t, durchaus nicht auf alle Stiimme zu. Es finden sich unter den unter- 
suchten nur 4, auf die sie voll bezogen werden kann, 9 weisen neben 
Kokken auch Stiibchen auf, die zum Teil als Kurzstibchen erscheinen, 
zum Teil aber die Liinge mehrerer Mikron erreichen. Bei nicht weniger 
als 12 Stémmen lagen in den 4 Wochen alten Kulturen nur Stibchen 
vor, die sich auch nach sechswéchiger Kulturdauer nicht in Kokken 
verwandelt hatten. Es hat den Anschein, als ob die meisten An- 
gaben in der Literatur in dieser Beziehung etwas summarisch seien. 
Auch v. Horvath. gibt z.B. fiir den von ihm beschriebenen Orga- 
nismus das Kokkenstadium als Endzustand an. Die ‘Abb. 2, die aus- 
driicklich als solches Stadium bezeichnet wird, liBt aber fast keine 
Kokken, sondern iiberwiegend Stibechen erkennen. In fliissigem Sub- 
strat kommen kokkenartige Formen noch seltener vor als auf festem, 
die Kulturen enthalten entweder iiberhaupt keine oder nur in_ be- 
schrinkter Menge. 4 

Bei Sorgfiltiger Priifung dieser Verhiiltnisse gewinnt man jedoch 
den:Kindruck, da auf unseren kiinstlichen Medien bei langerer Kultur- 
dauer die Fahigkeit des Stibchenzerfalls in Kokken beeintriichtigt 
wiirde. Unter den untersuchten .Organismen bildete z.B. Séfamm 21 
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Abb. 1 Abb. 2 Abb. 3 


Abb. 1. Einzell-Kultur von Stamm 1 (ruber), Beginn der Entwicklung. Vergr. 930. 
Abb. 2. Hinzell-Kultur yon Stamm 1 (ruber), Fortschreiten der Entwicklung. Vergr. 930 
Abb. 3. Einzell-Kultur von Stamm 1 (ruber), 24 Stunden alt, Vergr. 930. 


Abb. 4 Abb. 5 Abb. 6 


Abb. 4. Einzell-Kultur von Stanun 7 (pyridinus), 36 Stunden alt. Vergr. 600. 
Abb. 5. Einzell-Kultur von Stamm 9 (pyvidinus), 3 Tage alt. Vergr. 930. 
Abb. 6. Einzell-Kultur von Stamm 712 (piperidinas), 24 Stunden alt. Vergr. 550. 


Abb. 7 Abb. 8 


Abb. 7. Einzell-Kultur von Stamm 12 (piperidinus), 36 Stunden alt. Vergr. 600. 
Abb. 8. Einzell-Kultur von Stamm 17 (flavus), 30 Stunden alt. Vergr. 600. 
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Abb. 9 Abb. 11 


Abb. 9. Einzell-Kultur von Stamm 19 (citreus), 24 Stunden alt. Vergr. 500. 
Abb. 10. Einzell-Kultur von Stamm 20 (nicotinus), wenige Stunden alt. Vergr. 930. 


' 
J 
Abb. 10 Abb. 12 
Abb. 11. Einzell-Kultur von Stamm 20 (nicotinus), wenige Stunden alt. Vergr. 930. 
Abb. 12. Kokkenférmiges Endstadium yon Stamm 21 (nicotinus II), 7 Tage alt. Vergr. 1250. 
: 


Abb. 15 


Abb. 13 Abb. 16 


Abb. 13. Entstehung des Endstadiums. Stamm 8 (ruber); Methylenblaufiirbung nach Hydrolyse 
Vergr. 1250. 


Abb. 14. Knospung bei Stamm 18 (citreus). Vergr. 1550. 


Abb, 15. Entstehung der Dauerformen Stamm 22 (nicotinus ITT). Methylenblaufirbung nach 
Hydrolyse. Vergr. 1250. 


Abb. 16, Auskeimen der Dauerformen von Stamm 22 (nicolinus ITI). Vergr. 600. 


Untersuchungen an Proactinomyceten, 1°7 


ees” 


kurz nach der Isolierung in alten Kulturen nur Kokken, wihrend sich 
spater, wie auch in der Tabelle vermerkt, in ihnen immer auBerdem 
viele Stabchen fanden. Es ist daher nicht ausgeschlossen, da die in 
der Tabelle I wiedergegebenen Verhaltnisse nicht die natiirlichen sind, 
und dai im natiirlichen Medium der Zerfall in Kokken die Regel ist 
und sehr viel schneller vor sich geht. Die Proactinomyceten nehmen 
aweifellos einen hohen Prozentsatz der Mikroflora des Bodens ein, und 
méglicherweise gehért eine ansehnliche Zahl der in Bodenproben als 
Kokken registrierten Formen in Wirklichkeit zu den Proactinomyceten. 
Farbstojffbildung. In unseren Gegenden kommen, wie die Tabelle I 
beweist, Stiimme mit gelbroter bis hochroter Farbung am haufigsten 
vor. Auch der durch von Horvath isolierte Organisiius wichs auf 
zusagendem Medium mit blaBroter Farbe. Weniger verbreitet sind 
Stimme mit gelb- bis braungriinen Kolonien und yarhulinismaBig selten | 
gelb gefarbte. Farblose und griine Formen wurden nicht gefunden. Die 
Farbung ist bei Proactinomyceten ein sehr charakteristisches und kon- 
stantes Merkmal. Gefdrdert wird sie auf organischen Nahrbéden durch 
Dextrose. und Glycerin, auf Trypsin-Pepton (aus Stierhoden, Firma 
Griibler) ist sie verwaschener und undeutlicher. Auf synthetischen 
Nahrbéden erscheint sie oft besonders rein und ist auf ihnen im all- 
gemeinen besser entwickelt als auf komplexen, organischen. Fast 
tiberall finden sich die Pigmente aber nur als Eigenfarbe. Nur Stamm 21 
pildet auf allen Substraten einen braunen Farbstoff, der immer in 
den Nahrboden tibertritt. Im Licht (Tageslicht) tritt die Pigmentbildung 
friiher auf als im Dunkeln, und belichtete Kulturen sind in der Regel 
intensiver gefirbt. Ein ahnliches Ergebnis wurde in zahlreichen Beob- 
achtungen an anderen Mikroorganismen festgestellt (Ebeling, Barbu- 
dieri). 
Uber die Natur der Farbstoffe von Proactinomyceten sind keine Unter- 
suchungen bekannt, doch liegen fiir ihre nichsten Verwandten Arbeiten rus- 
sischer Forscher vor. Kriss untersuchte eingehend die Pigmente der Actino- 
myceten. Kriss und Koroniako beschiftigten sich ausfihrlich mit denen der 
Mycobakterien und konnten mit Hilfe der Absorptionsanalyse bei der Gruppe 
der roten bis orangefarbenen Pigmente, die in Wasser unldslich, in Alkohol 
und anderen organischen Lésungsmitteln aber léslich sind, fiir verschiedene 
Stimme Carotinoide nachweisen. 
; Diese von Brockmann weiter entwickelte Methode (Aluminiumoxyd 
mit standardisiertem Adsorptionsvermégen) benutzte ich fiir die Unter- 
suchung der hier besprochenen Stdémme 1, 3 und 4, die die kriiftigsten 
Farbungen aufwiesen. Die Farbstoffe der drei Stimme sind unloslich 
in Wasser, kénnen aber leicht mit Methylalkohol extrahiert werden. Der 
Farbstoff von Stamm 1 geht mit rein gelber, der von Stamm 3 und 4 
mit roter Farbe in das Lésungsmittel. Da aber aus der Methanollésung 
eine Adsorption an Aluminiumoxyd nicht zu erreichen ist, mtissen die 
Farbstoffe in geeignete Lésungen iiberfiihrt: werden. Als eine solche 
erwies sich eine Mischung von Benzol und Petrolaither im Verhaltnis 
1:4, in die die Farbstoffe aber erst nach starker Verdiinnung mit 
Wasser iibertraten (Beschreibung bei Willstaedt). Das Chromatogramm 
von Stamm 1 zeigte eine gelbe und eine darunterliegende schmale 
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und 4 zeigten sich zahlreiche gelbe Trépfchen, die zum Teil zu groBer n 


_ waren. Nachdem die Kalilauge mit destilliertem — Wasser gut . 


stoffs vorteilhaft erwiesen hatte: Glycerin 2°, Tyrosin 0,1°%/0, Ky 


- wird sie mit Alkali versetzt,-so wird der braune heat vertieft, 
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orangefarbene Zone, dasienige von Stamm 3 und 4 eine gell rote 
Alle drei Stimme enthaltén Carotin. : S.A aes 
Zur Erhartung dieses Ergebnisses wurde der Farbstoff meee ' 
der von Molisch angegebenen Methode auf Carotin. gepriift. Es bildete 
sich bei Stamm 3 braungelbe Kristalle, teils in einzelnen Nadeln, teil 
sternformigen oder unregelmabig gelagerten Ageregaten. Bei ‘Stamn 


tiefgelben unregelmafig umgrenzten Anhiufungen zusammengeia fen 


gewaschen und das Wasser im Exsikkator entzogen worden war, er, 
sich mit konzentrierter cy Cotas ee ses! die auf Zusa 
Wasser verschwand. rn my xX 

Wie erwahnt, scheidet Pr. nicotinus a7 n. Sp. ‘einen ‘rau’ ¥ 
stoff in den Nihrboden ab. Zur naheren Orientierung diente eine Ku 
fliissigkeit, die sich bei Vorversuchen als fiir die Entwicklung des I 


0,1%0, MgSO, 0,05°%, NaCl 0,05 %, Die Reaktion wurde auf: Pu 
gestellt. Nachdem die Lisung. 6 Wochen bewachsen war und ein 
nahme der Farbintensitiit nicht mehr festgestellt werden konnte, wt 
sie organismenfrei filtriert und mit einer Reihe von Lésungsmitte 
kraftig ausgeschiittelt. Der Farbstoff ist cunlislich in- Ather, B 
Toluol, Xylol, Tetrachlorkohlenstoff und Schwefelkohlenstoff. 
‘Aassehiiteetn mit Chloroform tritt in das. Lisungsmittel ein blaugr 
Farbstoff iiber, und die wiisserige Lisung wird aufgehellt, jedoch ni¢ 
vollstindig entfiirbt. Versetzt man sie vorsichtig mit Salzsiure, so 
folgt keinerlei Ausflockung, wie das bei manchen Kulturen von . 
nomyces-Stimmen nach der gleichen Behandlung beobachtet w 
(v. Plotho, 1940). Die in Chloroform geléste Komponente des F 
stoffs ist nicht einheitlich. Wird auf dem .Wasserbad vorsichtig e ‘in 
dampft, so erweist sich der blaue Farbstoff als nicht hitzebestiind 
die Farbe verschwindet und es fallen briiunliche, nadelformige Kris 
aus. Der Verdampfungsriickstand ist mit helibrauher Farbe in Was: 
léslich. Wird die Lésung angesiiuert, so veriindert sich die Farbe n 


Farbumschlag findet nicht statt. oe 


Von durch Proactinomyceten gebildeten Farbstoften, die in das ‘Nahr 
substrat diffundieren, ist in der Literatur nur ein einziger bekannt, Er ww de 
von einem Organismus gebildet, der von Beijerinck unter dem Namen A 
tinococcus cyaneus beschrieben wurde. Nach Morphologie und Entwicklun 
cyclus lag hier ein typischer Proactinomycet vor, Der Farbstoff war 
dunkelblauer Farbe, léslich in Wasser und organischen Lisungsmitteln u un 
vom Anthocyantyp. : ” 

Es liegt nahe, diese in das Substrat diffundierenden Farbstoffe mit « 

zahlreichen Substratfarbstoffen mt vergleichen, die von Actinomyceten 
bildet werden und aus deren Eigenschaften aut die Bedeutung geschlos 
werden kann, die diesen Organismen bei der Humusbildung’ iiconiats Beid 
Substratfarbstofte der Proactinomyceten sind aber offenbar denen der A 


nomyceten nicht verwandt, humusartige Verbindungen wurden nicht na 
gewiesen, 
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 Verhaiten zwn Sauerstoff. Zur Priifung des Verhaltens der Orga- 
nismen unter anaeroben Bedingungen wurde ein luftdicht abgeschlos- 
Senes Kulturgefi8 mit den beimpften Versuchsréhrchen an der Wasser- 
‘strahlpumpe so weit evaquiert, da8 es schlieBlich nur noch einen Sauer- 
‘Stofipartialdruck von ungefiihr 1mm enthielt. Unter diesen Bedingungen 
zeigten bei einer Kulturtemperatur von 25°C und einem Py des Nahr- 
bodens von 6,8 nach einer Kulturdauer von 18 Tagen nur die Stdémme 3, 
12 und 2/ ein schwaches Wachstum. Es sind ausnahmslos solche Or- 
ganismen, die unter allen anderen Verhiltnissen eine besonders kriiftige 
Entwicklung zeigten. Bei keinem war unter den anaeroben Bedin- 
gungen auch nur die geringste Farbstoffentwicklung eingetreten. Zur 
nochmaligen Priifung dieses Ergebnisses wurden die 3 Stimme noei 
inmal unter den gleichen Bedingungen kultiviert und auBerdem der 
Priifung nach dem Wright-Burri-Verfahren unterworfen. Das Ergebnis 
war das gleiche. Demnach diirfen die Proactinomyceten allgemein als . 
Streng aerobe Organismen bezeichnet werden, zu deren normaler Aus- 
bildung Jedenfalls die vdlle Sauerstoffspannung der atmosphirischen 
Luft notwendig ist. ace" 


) 


Das Mycelwachstum der einzelnen Stimme. 


+ Von allen Beobachtern wurde immer wieder der duferst zroBe 
Pleomorphismus der Proactinomyceten betont. Noch weit starker als 
bei Mycobakterien ergibt jede, einer Kultur willkiirlich entnommene 
Probe bei entsprechender VergréS8erung ein zunichst hilflos ver- 
wirrendes Bild. Lingere und kiirzere, oft bogenférmige und ungleich- 
maBig verdickte oder keulenformige Stibchen, ovale und kokkoide 
Formen und dazu verzweigte, ungleich lange Faden sind oft im gleichen 
raparat.zu finden. Der ungeiibte Untersucher wird stets den Eindruck 
bekommen, keine Reinkultur vor .sich zu haben, und auch fiir den 
Geiibten ist die Beurteilung nicht immer leicht. Die Herstellung reiner 
Kulturen ist bei den Proactinomyceten keineswegs einfach. 

_ Haufig haften hartnackig an den verhiltnismafBig grofen Jugendformen 
winzige.Bakterien vom flworescens-Typ oder ihnliche, die auch mit dem 
Mikromanipulator nur schwer zu entfernen sind. Auch kommt es nicht selten 
vor, da® zwei verschiedene Proactinomyceten, deren mikroskopisches Bild 
kaum voneinander abweicht und deren Kulturen auf den gebrauchlichen 
Nahbrbéden sich in Form und Farbe gleichen, schwer zu trennen sind. Mei- 
stens gelingt in einem solchen Falle die Trennung nur dadurch, dab Einzel- 
kolonien auf synthetischen Nihrbéden verschiedene Form oder Farbung er- 
cennen lassen. Als trennungserschwerend kommt auch das ungleich schnelie 
Wachstum der verschiedenen Arten in Frage, besonders bei den gelben 
Stiimmen, die zum Teil ihre Farbung erst langsam entwickeln. Endlich 
ver auch Art und Reichhaltigkeit des Nihrbodens. die Haufigkeit der 


Verzweigung, den Zerfall in kiirzere Formen oder das Bild des Endzustandes 
der Kultur nicht unwesentlich beeinflussen. Unter diesen Verhdltnissen ist es 
durchaus nicht verwunderlich, dab die Proactinomyceten erst so spit als ein- 
ieitliche Gattung erkannt wurden. cee coe 
Bei dieser Mannigfaltigkeit schien es véllig aussichtslos, aus Vielzell- 
Kulturen zu einer zweifelsfreien Beurteilung des Habitus und der Entwick- 
i 3 ; Di 
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lung einzelner Stémme oder gar zu einer sicheren Unterscheidung verschi 
dener Arten zu kommen. Die im folgenden mitgeteilten Ergebnisse griinde: 
sich daher ausschlieBlich auf zahlreiche Beobachtungen an “Einzell- Kulturen, 
Diese wurden teilweise mit Hilfe des Mikromanipulators hergestellt und zum 
anderen Teil erreicht durch Anwendung der von Fortner angegebenen Deck 
glaskultu:methode, die zur fortlaufenden Beobachtung einzeln - Tiegende 
Zellen, auch bei Benutzung stirkster VergréBerungen vortrefflich geeigne 
ist. Als Kultursubstrat wurde fast immer Trypsinagar! verwendet, weil di 
ersten Wachstumsstadien auf ihm am besten zur Entfaltung kamen. Di 
Temperatur betrug aie C, das pu 6,8, der fiir Proactinomyceten optimal 
Bereich. 

Ruber-Gruppe. Stamm 1 (ruber) liefert ein ‘fiir die ganze Grupp: 
sehr charakteristisches Bild. Abb.1 stellt zwei aus Kurzstaébchen ent: 
standene Stiibchen dar, die sich in die Lange g vestreckt haben und dure’ 
dieses Lingerwerden a neuem Substrat den Beginn der Bildung eine: 
neuen Kultur anzeigen. Auch wenn die Ausgangsform kokkenartig 
Gestalt besitzt, erfolgt die Neubildung einer Kultur bei den Vertreters 
der Gruppe ruber dadurch, da8 der kokkenférmige Organismus sic 
streckt und zu einem Stibchen auswichst. Die Kokken bzw. Kurz 
stiibchen kénnen als ruhende Zellen aufgefaBt werden. Sie vermégel 
sich auf dem alten Nihrboden nicht weiter zu entwickeln, auf neue 
Medium nehmen sie aber ihren normalen Wachstumsmodus wieder a 

Abb.2 zeigt den gleichen Stumm 1 in einem Alteren Stadium. At 
den einzelnen Stibchen sind bereits Verzweigungen deutlich zu e 
kennen, es entsteht ein kleines zusammenhangendes Mycel, das i 
seinen verhiltnismaBig langen Hyphen schon den Typus seiner Grup 
unverkennbar zum Ausdruck bringt. 

Dieser Typus tritt in dem 24 Stunden alten gréBeren Mycel a 
Abb.8 noch stiirker hervor. Die einzelnen Hyphen haben sich be 
trichtlich in die Linge gestreckt und zeigen bereits die fiir den Stamm 
normale Breite von 1,5 bis 1,7 u. Sie ist aie gréBte, die von den unter- 
suchten Proactinomyceten erreicht wurde. Die Fadenbreite ist bei aller 
Stémmen ziemlich konstant, wiihrend die Hyphenlinge tiberall in nicht 
unbetrichtlichen Grenzen wechselt; diese hiingt ab von der Art uné 
Konsistenz des Nihrmediums und ist ganz allgemein sehr schwanke 
Ks erscheint daher nicht zweckmiBig, eine bestimmte Fadenlinge P 
Charakteristikum eines Stammes anzugeben. Es kann nur ganz allge 
mein von langen, mittellangen und kurzen Fiiden gesprochen werden 
Stamm 1 (ruber) besitzt ausgesprochen lange Faden, die 80 bis 
100 Mikron und mehr erreichen kénnen. 

Die Hyphen des Mycels der Abb.3 zeigen die Neigune? in dais 
Agar hineinzuwachsen, aber auch, sich als winzige Lufthyphen tiber di 
Agaroberfliiche zu ethieben. In Massenkulturen beobachtet man be 
echten Proactinomyceten auf organischen und synthetischen Nihr 
béden nie Lufthyphen, im Jugendmycel ist aber, wie die Abbildung 
deutlich erkennen lift, die Neigung zu Lufthyphenbildung vorhanden 


' Trypsin-Pepton aus Stierhoden nach Griibler 1,2°/,,. Dextrose’ 1%, 
Liebigs Fleischextrakt 0,6°/,, NaCl 0,2%/,, Agar 1,8°/). 


Untersuchungen an Proactinomyceten. O41 


Sie tritt, mit der gleichen Deutlichkeit auch auf Abb.4 und weniger 
ausgeprigt, aber doch unverkennbar ebenfalls auf Abb.6 hervor. Bei 
Einzell-Kulturen der Gruppen flavus und citreus dagegen wurde sie 
im gleichen Entwicklungsstadium: und auch spdter niemals festgestellt. 
Die Neigung zur Anlage eines Luftmycels diirfte darauf hindeuten, da8 
die Gruppe ruber den Actinomyceten verhdltnismafig nahesteht. In 
Abb. 3 erinnert auBerdem die Lagerung des Mycels stark an die ganz 
Junger Actinomyces-Mycelien, wie sie Lieské in der schematischen 
Zeichnung auf 8.62 wiedergibt. Sie ist ganz charakteristisch fiir die 
Gruppe ruber. Es kommen in ihr immer diese aufgelockerten, gleich- 
sam weitmaschigen Jugendformen vor, bei denen die einzelnen Fiiden 
und Teilstiicke deutlich erkennbar sind. 

Diesen ausgesprochen lockeren Wachstumsmodus der ersien Sta- 
dien zeigen ganz unverkennbar auch die ,,Giftzersetzer‘ der Gruppe 
ruber, Abb.4 stellt eine 36 Stunden alte Kultur von Pr. pyridinus 1 
dar, die sich aus einem Kurzstiibchen entwickelt hat. Jedes cinzelne 
Fadenstiick des kleinen Mycels ist deutlich unterscheidbar, es treibt 
Hyphen in das Agar hinein, aber auch einige tiber die Oberfliiche hinaus 
in die Luft. Die Verzweigung ist verhaltnismi®ig gering, aber deutlich 
vorhanden, die Faden sind mittellang, ihre Breite betrigt 0,7 bis 0.8 uw. 

Abb.5 zeigt eine Kultur von Pr. pyridinus III in etwas weiter 
vorgeschrittenem Alter. Die Kultur ist in voller Entfaltung, einzelne 
‘Teile.des Mycels beginnen sich zu trennen, gréSere und kleinere Kom- 
‘plexe bilden sich. Man erkennt deutlich die Verzweigung, manche 
Stibchen zeigen auch Winkellagerung. Die Breite der Faden betrigt 
0,7 bis 0,9. Das Bild ahnelt in Verzweigung und Lagerung der Stab- 
chen dem in der Arbeit von v. Horvath als Abb. 1 wiedergegebenen. 
‘Auch wichtige physiologische Merkmale stimmen mit dem durch 
v. Horvath isolierten Stamm iiberein, so dafi dieser mit Pr. pyridinus Il 
moglicherweise identisch sein kénnte. ‘ sie 

Abb. 6 gibt das Bild des Stammes 12, Pr. piperidinus II, 24 Stunden 
nach der Impfung. Das Mycel ist schon recht kraftig entwickelt, was 
aber kein Ma8 fiir die Schnelligkeit der Entwicklung des Stammes iiber- 
haupt darstellt. Zeitangaben tiber die Latenzzeit einer ruhenden Zelle 
bis zur Wiederaufnahme ihres Wachstums auf neuem Substrat oder 
Bestimmungen iiber die durchschnittliche Teilungszeit der ersten Stab- 
chen, wie sie fiir Mycobakterien veréffentlicht wurden (Carter und 
Hastings), koénnen bei Proactinomyceten tiberhaupt nicht gemacht - 
werden. Der Wiederbeginn des Wachstums und dieses selbst verlaufen 
hier viel unregelmif®iger. Auf der gleichen Deckglaskultur liegen oft 
in gleichzeitig geimpften Praparaten kaum verlingerte ruhende Zellen 
in der Nihe von solchen, die schon zu kleinen Mycelien herangewachsen 
sind. In Abb. 6 ist, wie bereits erwihnt, die Neigung zur Lufthyphen- 
bildung weniger deutlich, sie ist aber erkennbar. Die aufgelockerte 
Lagerungsweise des Mycels tritt auch hier stark in die Erscheinung, 
die Verzweigung ist mannigfaltiger als bei den bisher besprochenen 
Stimmen. Der allgemeine Habitus des Stammes -ihnelt am meisten 
dem des Stammes 9, was besonders aus der Abb. 7 hervorgeht, die ein 
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pruned ‘ipdtian: von Pr. pigeriniene Wl Pubigt bei dein: sick. 
zelnen Glieder vom Grundmycel abzulésen beginnen. Auch hier kon 
die stirkere Verzweigung der Einzelglieder zun Ausdruck. 
Hyphenbreite betrigt 0,7 bis 0,94, die Faden sind mittellang. — st : 
Flavus-Gruppe. Bei der Betrachtung der Abb.8, die einen 
treter der Gruppe flavus darstellt, entsteht sofort von dem gan 
Wachstumsmodus des Organismus ein vollstindig anderer Eindru 
Nichts mehr von der aufgelockerten Lagerungsweise der oben 
sprochenen. Formen, nichts mehr von der relativen Selbstiindig 
der einzelnen Stibchen, die sich in ihrer Ausbreitungslust nicht se 
“peschriinken lassen. Hier drangen sich die Stiéibchen eng zusamn 
sie lagern sich dicht an- und iibereinander, die ganze Kolonie fo 
ein fest zusammenhingendes Gebilde. Vom Rande her lésen sich bei 
- fortschreitendem Wachstum biischelférmige, verzweigte Teilstiicke 
die ihren biischelformigen Zusammenhang noch lingere Zeit aufre 
erhalten und den Stamm ganz unverkennbar von anderen unterschei 
Nach etwa 5 bis 7 Tagen zerfallen die Bischel, einzelne verzwei 
Staébchen erhalten sich noch eine Zeitlang in der Kultur, bis sie ae 
lich in Kurzstiibchen zerfallen, die den Endzustand der Entwick! 
darstellen. Der Unterschied im Habitus dieses Ausgangsmy< reels. oe 
iiber dem der oben besprochenen Formen ist so gro8, daB es jede: 
Beobachter nicht zweifelhaft sein kann, es hier mit einer ancarens r 
der Proactinomyceten zu tun zu haben. 
— Citreus-Gruppe. Das Jugendmycel des Neannes 19, eines 
treters der Gruppe citreus (Abb.9), ahnelt dem der — flavus-F 
die Verzweigung der Stiibchen ist hier aber bedeutend gering 
die Verzweigungen bleiben stets kurz, so daB nie eine biischelfé 
‘Zusammenballung entstehen kann. Die Stiibchen lésen_ sich. einzeln 
dem Verband, sie sind ausgesprochen kurz und sehr fein, ihre B 
betragt 0,5 bis 0,74, nach der Ablésung bleiben sie oft winkelig 
sammengelagert, was auch auf der Abbildung zum Ausdruck kommt 
Beim Vergleich des ganz jungen Mycels von Pr. nicotinus 
Abb. 10, mit dem friihen Jugendmycel von Pr. ruber (Abb. 2) fall 
fort der abweichende Wachstumsmodus und die andersartige Lagerun 
weise der Einzelteile in die Augen. Dieses kleine Mycel macht ei 
viel zusammengefabteren, beinahe knorrigen Kindruck. Es hat si 
aus Schleim und fliissigem Substrat eine kreisférmige Umgebung 
schaffen, die es scharf von seiner Umwelt trennt. Bei fortschreitend 
Wachstum schlieBen sich die Einzelteile noch enger ce 
die Flissigkeitsumgrenzung wird breiter. 
Abb. 11 gibt eine diltere Kolonie von Pr. nicotinus I mit di 
Merkmalen gut wieder. Die kurzen Stiibchen zeigen nur selten 
zweigungen, die immer kurz bleiben. Auch hier kommt oft Win 
lagerung der Stébchen vor, Thre Breite ist die geringste, die bei de 
unte rsuchten Formen beobachtet wurde, sie betriigt nicht mehr als 0, ? 
Alle, Stémme der Gruppe citreus, die morphologisch gut iibereinstimmt 


L Die E instellung ist absichtlich zu hoch, um das Mycel deutli 
erscheinen zu lassen. ty 
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sind ausgesprochen zart und stehen in Fadenlinge und Breite den 

-ruber-Stéimmen weit nach. Auf den Abbildungen kommt diese Uber- 

‘einstimmung weniger gut zum Ausdruck, weil in Abb. 9 die Fliissigkeits- 
umgebung fehlt. Das hat aber lediglich im Kulturmedium seine Ur- 

‘Sache. Die Kultur der Abb.11 wuchs auf »Dextrose-Agar“, die der 

‘Abb.9 aber auf ,,Trypsin-Agar“, dem als Kohlenstoffquelle an Stelle 

von Dextrose 2°%o Glycerin zugesetzt waren, was die Schleimbildung 
‘immer sehr beeintrichtigt. . 
Dieser Formtypus der Proactinomyceten ist interessant als mog- 
liche Mittelstellung, von der aus einerseits eine Briicke zu schlagen 

ware, die tiber Proactinomyces flavus und ruber zu den Actinomyceten 
-fiihren wiirde, und: die andererseits bei den Mycobakterien mit ihren 

“zarten, wenig verzweigten und winkeligen Stiibchen endet. 

_ Abb. 12 iibermittelt das Bild eines ausgesprochen kokkenformigen 
-Endzustandes von Pr. nicotinus IJ aus den ersten Uberimpfungen nach 
der Isolierung. Wie erwihnt, bildete der Stamm anfangs sehr regel- 
mafige Kokken von 0,5 bis 0,74 Durchmesser. In dieser Gleichférmig- 
keit und Regelméfigkeit kam es spiter weder bei diesem, noch bei 
irgendeinem anderen Stamm zur Kokkenbildung. 


Die Zellformen der Proactinomyceten. 


Endstadium. Das jugendliche Mycel aller untersuchten Stiimme 
er Proactinomyceten enthalt keine Scheidewinde, Spa&ter wurden in 
‘den Faden, z.B. bei den Stémmen 1, 3, 7; 11, 12 und 20 oft Scheide- 
winde beobachtet, deren Bildung dem Zerfall der Faden in Stibchen 
rorangeht. Die stiibchenformigen Zellen kénnen sich eine Zeitlang da- 
urch vermehren, da® sie sich in die Linge strecken und dann nach 
ler Bildung von Querwiinden von neuem zerfallen, ahnlich wie Jensen 
las 1934 fiir Mycobakterien beschrieben hat. Dieser Wachstumsmodus - 
tellt einen wesentlichen Faktor bei der Vermehrung dar. In dlteren 
Kulturen hért jedoch das Liingenwachstum der Stibchen auf, und es 
-entstehen kiirzere. Formen, die sich nicht mehr teilen. Dieser Vorgang 
wird dadurch eingeleitet, daB das Plasma innerhalb der Faden in 
rylindrische bzw. kugelférmige Teilstiicke zerfallt. Gleichzeitig findet 
‘ine Kondensierung des Plasmas statt, so daB sich zwischen den Teil- 
tiicken gleichmaBige, hiufig aber auch unregelmaBige grofe Zwischen- 
4iume bilden, in denen Querwiinde entstehen. Nach einiger Zeit fallen 
ie Teilstiicke auseinander. Die Stiubchen haben zunichst scharfe 
Ecken, spiter runden sie sich ab und verkiirzen sich ein wenig, auch 
lie kugelférmigen Teilstiicke ziehen sich noch etwas zusammen. Dieser 
WVorgang konnte sehr gut bei Pr. ruber dadurch nachgewiesen werden 
(Abb. 13); daB St&ébchen aus einer 5 Tage alten Massenkultur in 
Dextroselésung, in der sich besonders lange Stabchen bilden, 5 Minuten 
mit 5 /oiger Salzsiure bei 60°C behandelt wurden. Durch diese partielle 
Hydrolyse findet in der Sti&bchenmembran eine Substanzverdnderung 
‘statt, durch die sie ihre Firbbarkeit fiir basische Farbstoffe verliert. - 
Wird nicht hydrolysiertes Material mit wiisserigem Methylenblau ge- 
irbt, so zeigen gesunde, lebenskraftige Stabchen und Paden eine 
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plaue, gleichmiBige Firbung, und Innenstrukturen sind nicht erkenn-— 
bar. Bei hydrolysiertem und gut ausgewaschenem Material erscheint | 
die an sich gut erkennbare Membran nach der Farbung nahezu farblos 
und im Innern der Fiiden liegen tiefblau gefirbte Inhaltsbestandteile. 
Es sind die soeben besprochenen kondensierten Plasmateilchen. Auch | 
Querwiinde zwischen ihnen, die in der Photographie leider nicht er- 
kennbar sind, waren im Priparat deutlich sichtbar. : ; 


Knospung. Eine von der beschriebenen vollkommen verschiedene - 
Vermehrungsart konnte bei einem Stamm von Pr. citreus (Stamm 18) 
festgestellt werden. Bei diesem entstehen in 5 bis 6 Tage alten Kulturen 
an manchen Stiibchen senkrecht- zur Lingsachse am Stabchenende und 
an den beiden Seiten Kurztriebe von etwa 5 bis 7p Linge. Sie schwellen 
keulenartig an und lésen sich leicht vom Mutterstébchen ab (Abb. 14), 
Die losgetrennten Kurztriebe kénnen selbstaindig weiter wachsen und 
sich wie die primir gebildeten Staibchen durch Streckung und Query 
wandbildung eine Zeitlang vermehren. Diese Vermehrungsart ist auch| 
von Lieske fiir seinen ,,kurzfidigen Stamm 74“ beschrieben worden | 
(8.79). Er gibt dazu eine schematische Zeichnung, die genau mit der’ 
Abb. 14 iibereinstimmt. Auch Krassilnikov beobachtete diese Art der: 
Vermehrung. Er bezeichnet sie als Knospung, ein sehr treffender Aus 
druck, und erliutert sie ebenfalls durch schematische Zeichnungen, 
die dem Bild der Abb. 14 gleichen. : 

Chlamydosporen. Als weitere Zellform gibt Krassilnikov die Bildus 
von Chlamydosporen an, die bei einem Stamm von Pr. ruber in groBer Men 
entstanden, Bei den hier untersuechten Stiimmen wurden sie nie beobach* 

Kokkoide Dauerformen. Dagegen wurden bei allen Stémmen di 
Gruppe citreus zahlreiche, als ,,Dauerform’ zu bezeichnende Gebilde: 
gefunden. Sie besitzen Kokkenform, doch tibertreffen sie die GréBe: 
der normalen Kokken des betreffenden Stammes etwa um das Doppelte; 
sie kénnen einen Durchmesser von 1,8 bis 2 erreichen. Thre Grofe 
wechselt bei den einzelnen Stiimmen, sie ist ebenfalls abhingig vom) 
Niihrboden. Auf Gelatineniihrbéden werden sie besonders grob. Die: 
Dauerformen bilden sich aus Stiibchen, die sich etwas verdicken und’ 
in deren Innerem sich gré®ere Plasmateilstiicke kondensieren, als in) 
den fiir den betreffenden Stamm normalen Stiibchen und Kokken ent-. 
halten sind. Abb. 15 gibt diesen Vorgang recht gut wieder. Sie ist! 
die Photographie eines Komplexes von Stiibchen aus einer Massen-- 
kultur des zur citreus-Gruppe gehérigen Pr. nicotinus III, die nach: 
der oben beschriebenen Art hydrolysiert und mit Methylenblau gefarbt 
sind. Die reifen Dauerformen liegen oft einzeln, manchmal zu kleinen: 
Ketten bis zu vier Individuen vereinigt, am hiufigsten aber zu zweiéni 
und flineln dann kleinen Hefezellen. In alten Kulturen finden sie sicht 
massenhaft. Sie diirfen nicht verwechselt werden mit Involutions- 
formen, die sich in alten Kulturen ebenfalls stets finden. Diese kénnen 
spindel- und keulenférmige Gestalt besitzen und mit Auswiichsen ver- 
sehen sein, oft aber auch in Form und GréBe den Dauerformen sehr 
iihneln. Bei sorgfailtiger Beobachtung sind sie jedoch auch in unge- 
fiirbten Priiparaten von den Dauerformen unschwer zu unterscheiden 
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durch die stirkere Lichtbrechung und das kompaktere Plasma der 
Dauerformen. Die durch Aufquellung entstehenden Involutionsformen 
sind meistens vakuolenreich und zeigen im Innern oft unregelmabige 
Strukturen. In hydrolysierten und mit Methylenblau gefirbten Prii- 
_paraten sind sie verschwunden, auf neuem Niahrmedium keimen sie 
nicht... ; 
Die Dauerformen dagegen nehmen auf neuem Substrat das Wachs- 
tum wieder auf, und zwar treiben sie nach Art der Pilzsporen einen 
_ oder mehrere kleine Keimschlauche aus, die zu Mycelien heranwachsen. 
In der durch Abb. 16 wiedergegebenen Kultur lagen drei Dauerformen 
kéttenformig beieinander. Aus allen dreien ist ein Keimschlauch- ent- 
- standen, von denen der eine leider nicht in der Bildebene lag. Die in 
der Umgebung liegénden Gebilde sind Verunreinigungen des Agars, 
die nicht entfernt werden konnten. Die Daurerformen miissen also 
durch ihre Entwicklung als Sporen bezeichnet werden. Auch firbes 
rischen Kinfliissen gegeniiber verhalten sie sich wie diese. Wird ein. 
Praparat aus einer Massenkultur, die Dauerformen enthilt, 2 Minuten 
lang mit kalter, schwefelsiurefreiér 5°/coiger Chromsiiure und darauf 
1 Minute mit heifer Carbolfuchsinlésung behandelt und wenige Se- 
~kunden mit 5%iger Schwefelsiure differenziert, so halten sie die rote 
_ Farbung fest, wihrend die ganze Umgebung entfirbt wird. 


Bei den Dauerformen konnte eine Verinderung der Membran 
.gegeniiber der Zellwand der iibrigen Mycelteile nicht nachgewiesen 
werden. Eine Verdickung der Membran war insofern nicht festzu- 
* stellen, als es nicht gelang, die Membran zu farben. Mit Chlorzinkjod 
und anderen Jodreagentien (A. Meyer) konnte keine Farbung erzielt 

werden. Siuren und Laugen gegeniiber verhalt sich die Membran der 
- Dauerformen nicht anders als die der iibrigen Zellen. Wie erwdhnt, 
_ konnte die Hydrolyse mit hei®er 5/ciger Salzsiure leicht bewerkstelligt 
werden. 20%ige Natronlauge von 100°C léste in einer halben Stunde 
die Membranen aller Stiimme vollstindig. Kalilauge von 0,5°/o wirkte 
bei 100° in 3 Stunden wenig ein. 5°%/ige Schwefelsdure léste in 
- 4 Stunden bei 85°C die Membranen aller citreus- und flavus-Formen 
vollkommen; die der ruber-Stimme waren etwas widerstandsfahiger, 
unter ihnen besonders diejenigen der Stdmme 1 und 12. Aber auch 
sie waren stark angegriffen, so daf gesagt werden kann, dal sich 
alle verhiltnismi®ig leicht hydrolysieren lassen. Danach diirften die 
_ Zellwiinde zu den Hemicellulosen gerechnet werden. 
Schieimschicht. DaB® eine Schleimschicht bei manchen Proactino- 
myceten in starkem Mae vorhanden ist, zeigten mehrere Photo- 
_graphien. Der Grad ihrer Ausbildung ist abhangig vom Kulturmedium; 
auf Dextroseagar ist sie um die Zellen bzw. Faden immer gut aus- 
gebildet und bei. allen Stémmen mit feuchter bis sehr feuchter und 
schleimiger Konsistenz (Tabelle 1) vorhanden. Bei Stamm 5 und 6 
' (ruber) bestehen die ‘uferen Partien der Gesamtmembran aus sehr 
wasserhaltigem Schleim, die Kulturen sind derartig feucht, dai sie 
vom Nahrboden des Schrigagarréhrchens herunterrutschen und nur 
eine diinne Kulturschicht auf den oberen Teilen des Nihrbodens haften 


bleibt. Der Nachweis der Schleimsubstanz bei aed tihosbiend 
erfolgt am besten mit der von Biitschli eingefiihrten Tuschemeth 
Die Farbung gelingt gut mit einer sees konzentrierten ‘Methylviol 
lésung in 30°%/oigem Alkohol (4. Meyer, S.179) nach einer Firbeda 
von etwa 3 Stunden. Mit Jodjodkalium bleibt der Schleim ganz 
fiirbt. Bei jungen Kolonien der nicotinus-Stimme, die von einer dick 
schwach  lichtbrechenden Zone umgeben sind, konnte. festgest 
werden, daB diese Zone sich nicht einheitlich firbte. Es waren in ihr 
mehr oder weniger feine, fadenartige Partien. violett gefirbt, die v 
AuBenrande her zu einzelnen Stibchen des Innenrandes hiniibergriff 
so daB® die ganze Zone mit ihnen durchzogen war. ‘Diese besteht also 
nur teilweise aus Schleim. Sie diirfte als Ganzes zusammengesetzt sein 
aus dem Atmungswasser der Bakterien und wisserigen Substanzen, 
dem Nihrboden entzogen wurden. Schon Arthur Meyer (S. 153) 
auf die Méglichkeit hingewiesen, daB gewisse Schleime zur Aufsaug 
des Wassers aus dem Nihrboden besonders befihigt sein kénnten. 

Verhalten bei der Gramfdrbung. Gray und Thornton, Jensen und 
Krassilnikov geben iibereinstimmend an, daB ihre Stiimme sich nach 
Gram firbten. Ich kann das fiir alle bestitigen, ausgenommen fiir d 
Stimme der gelb- bis braungriinen Gruppe. Die Firbung wurde vo 
nommen mit Karbol- Gentianav iolett, die Nachfarbung Ys Minute 
wasseriger Fuchsinlésung 1:10; es sei ausdriicklich bemerkt, daB s 
nur gleiche Entwicklungszustinde der Kulturen verglichen wurden 
1 bis 2 Tage alten Kulturen der Stémme 18 bis 25 (citr eus) auf 1% 
Dextroseagar sind alle Kulturformen ausgesprochen eramnegatiy. 
sind noch keine Ansitze zur Bildung von Dauerformen zu erkennen. 
In 9 Tage alten Kulturen erscheinen unverdickte, lebensfiihige Stiib- 
chen gramnegatiy, Involutionsformen gramnegativ, die gut ausge- 
bildeten Dauerformen und die Anlagen zu diesen jedoch grampositiv 
Die Stdémme 18 bis 25 sind also als. gramlabil zu bezeichnen. bal 

Widerstandskraft gegen hohe Temperaturen. Gegen langandauern 
Temperaturerh6hungen sind die Dauerformen nicht “widerstandstihiger 
als die iibrigen Zellen. Erwiirmung auf 50° wihrend 20 Stunden tiber 
lebten: nur die Stdimme 1, 3 und 4, also ausschlieBlich Pr, ruber. Er 
hitzung auf 60°C wihrend 1 Stinde vertrugen siimtliche Formen ¢ er 
orangefarbenen bis dunkelroten Gruppe— und auBerdem Pr, citreus 
(Stamm 18 und 19). Alle anderen Formen, also die beiden Las: -5 
Stimme und alle Vertreter von Pr. nicotinus, waren abgestorben. my 
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Ndhrbéden. Die Proactinomy yceten lassen aut verschiedenen Nihrbéden 
Unterschiede in der Entwicklung erkennen, | deren Ursache aller Wahrschein 
lichkeit nach auch in ihren mehr oder weniger nahen verwandtschaftlichen 
Beziehungen zu den Actinomyceten zu suchen sind. So wuchsen z. B. alle 
roten bis orangefarbenen Stiimme ausgezeichnet auf einem Agar, der hit 
fiir die Kultur von Actinomyceten verwendet wurde (v. Plotho, 1940): Dex- 
trose 1%o, Tyrosin 0,1°%0, KeHPO. 0,1%, NaCl 0,2 %, MgSO: 0,0005 
FeSO. 0,001%, CaCO: 0,001% (prazip.). Viele Stimme hatten hier 
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weniger feste Konsistenz und vermochten dem Agar derartig viel Wasser 
zu entziehen, daf es sich am Grunde des Reagensglases ansammelte und der 
N&hrboden im oberen Teil des Schragagarréhrchens direkt austrocknete. Die 
gelben und gelbgriinen Stimme dagegen zeigten auf diesem Substrat ein sehr. 
- Schlechtes, oft tiberhaupt kein Wachstum, Ein gleiches Ergebnis hatte die 
— Kultur auf einem von Waksman fiir Actinomyceten empfohlenen Medium: 
_ Saccharose 2°/o, KNO, 0,2 %o, K, HPO, 0,1°%o, MgSO, 0,005/o, NaCl 0,05 %» 
_ (gepuffert mit Ca COs). Die Formen der gelbroten Gruppe gediehen sehr gut, 
aber die Entfaltung aller Stimme der citreus-Gruppe war auf ihm so 
_ Schlecht, da8 der Nihrboden nur selten verwendet wurde. Gleichmifiger 
war die Entwicklung auf einer im folgenden als »Ammonphosphatagar“ be- 
- zeichneten, von Jensen 1934 fiir ‘Mycobakterien angegebenen verhaltnis- 
 miBie einfachen’ Kombination: (NH:):HPO: 0,2%0, K»HPO. 0,1%0, MgSO. 
0,05 °/o, NaCl 0,05%o, dazu 1% Dextrose oder eine andere ©-Quelle. Das 
Wachstum auch der gelbgriinen Stimme war hier recht befriedigend. Im all- 
gemeinen entwickeln sich die Stiimme der Gruppe ruber gut auf syntheti- 
schem Agar, die der citreus-Gruppe aber ziehen organische Nahrbéden vor. 
Eine Ausnahme hiervon macht die Bierwiirze. Auf ihr wachsen alle roten 
bis orangefarbenen Proactinomyceten ausgezeichnet, ihre Zellen sind gréBer, 
der Durchmesser der Mycelien stirker als auf.synthetischen Nihrbéden. Die 
gelben und gelbgriinen aber gedeihen nur kiimmerlich, ihre Stibchen bleiben 
‘sehr diinn, die Kolonien klein. 

- Von komplexen organischen Substraten wurde am haufigsten der im 
folgenden als ,,Dextrosenihrboden“ bezeichnete in fester und fliissiger Form 
verwendet: Dextrose 1°%o, Pepton-Witte 1,2°/o, Liebigs Fleischextrakt 0,6 9/0, 
NaCl 0,2%o. An Stelle von Dextrose trat nicht selten 2°/o Glycerin, an Stelle 
von Pepton-Witte 1,2 Trypsin-Pepton aus Stierhoden nach Griibler. Auf 
" diesen Medien entwickelten sich alle Stimme gut. | 

Auf Kartoffeln und Steckriiben wuchsen ebenfalls die Staimme der ersten 
Gruppe besser als die der beiden anderen. Bei Pr. citreus bleiben die Faden 
-besonders fein und erreichen oft nur 0,3 p Durchmesser, Auch hier fallt die 
starke Wasserentziehung durch junge, kriftige Kolonien der rwber-Formen 
. Inhaltsstoffe. Uber Inhaltsstoffe der Proactinomyceten liegen in 
der Literatur keine Mitteilungen vor, und die hier ae 
Untersuchungen erzielten wenig positive Ergebnisse. Volutin fand a 1 
nie, auch Jogen und Glykogen konnte nicht festgestellt poten : 
4 Wochen alten Kulturen in Dextroseldsung hatten Pr. ruber Sie hes 4 
und Pr. pyridinus III Fett gebildet (Nachweis durch Satan un 

Sudan III). Die kugeligen Einschliisse lagen nur in den ae en, Aes 
ruhenden Zellen oder Involutionsformen wurden sie nie gefunden. Die 
Dauerformen enthielten keinen der erwahnten Inhaltsstoffe. a Pe 
q Sdurebildung. In der letzten Ausgabe seines eae = ae: 
Bergey fiir eine Anzahl der aufgefiihrten Proactinomyceten (Pr.ag is ‘ 
crystallophagus, coeliacus, actinomorphus und yee) ae aes 
liches Merkmal das Ausbleiben der Sdurebildung auf pee eee s 
boden und anderen Zuckerarten an. Dies Serge Aerie = ge 
wisse Stdn ‘itioen. Sie sind in der dritten kalreihe de 

eee ae Den alkalibildenden Stammen sind die 
ieee ates : egeniibergestellt, die die Wasserstoff- 
- fiinf an letzter Stelle stehenden gegeniibergestellt, ac alg ila ah 
ionenkonzentration erhéht hatten. Zur Nachpriifung dieses Ergebnisses 
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wurden die gleichen Stimme von neuem in Dextroselésung geimpft— 


ist anzunehmen, da® diese auf autolytische Vorginge zuriickzufiihre 
‘ist. Als Autolyseprodukt der organischen Stickstoffverbindungen tritt 


28 arte O. v. Plotho: 


Tabelle Il. Siurebildung auf Dextroselésung, 
Ausgangs-pu 6,8, Temperatur 25—27° C. 


\ 
Alter Alter i a 
ar Hee der fa End-py der See End-ppy Art der Sdure | 
7 | 22 8,2 12 4,6 Milchsaure _ 
9 22 8,5 12 4,7 %3 a 
12 22 8,5 12 4,7 RB 
15 22 8.5 12 4,5 FS 
20 22 8,2 12 4,5 “e 
21 22 ~ 8,2 LZ 4,3 * 
16 22 6,4 22 4,7 * 
17 22 6,4 22 43 “> 
22 22 6,0 22 43 “5 
24 22 6,2 .|- 22 4,8 ay 
25 22 6,2 { 22 4,7 3 F 


und schon nach 12 Tagen auf Siurebildung untersucht. Das Ergebnis 
zeigt gleichfalls die Tabelle II in ihrer 5. Vertikalreihe. Es geht aus 
ihr hervor, da® alle Stimme zu Beginn der Entwicklung Sadure bilden— 
und daB die ungleiche Reaktion des Kulturmediums erst beim weiteren — 
Wachstumsverlauf der Organismen entsteht. Da es ausschlieBlich die- 
jenigen Stimme sind, deren Entwicklungszyklus sehr schnell ablauft, 
die bei langerer Kulturdauer die alkalische Reaktion verursachen, so 


- 


auch bei Proactinomyceten wie bei anderen Mikroorganismen Ammo 
niak auf, worauf das Ansteigen der Alkalitit zuriickzufiihren sein 


diirfte. Bei diesen schnell wachsenden Formen wird die anfiingliche — : 


Siiurebildung bald tiberdeckt durch die reichliche Bildung von alkali-— 
schen Abbauprodukten. Die Erhéhung der H-Ionenkonzentration ist 
nach 12tigiger Kulturdauer tiberall fast die gleiche, aber die Neigung, 
sie bei liingerer Kulturdauer herabzusetzen, ist deutlich auch bei den 


letzten Stimmen im Vergleich mit der 22tiigigen Kulturdauer zu er- i} 


kennen. Ihr Entwicklungsgang liuft aber langsamer ab, und daher ist 
die durch die Wirkung der Autolyseprodukte verursachte Herabsetzung 
der H-Ionenkonzentration noch nicht sehr betriichtlich, und der An- 
stieg der Alkalitiit nach 22 Tagen noch nicht so hoch wie bei den 
schnell wachsenden. Die ‘gleichen Verhiiltnisse liegen bei anderen 
Zuckerarten vor. Unter den hier besprochenen Formen waren jedenfalls 
keine, die nicht zu Anfang ihres Wachstums Siure gebildet hitten. 

Die als Zwischenprodukt des Kohlenhydratstoffwechsels gebildete 
Siure wurde bei allen Stiimmen als Milchsiiure identifiziert. Ihr Nach- 
weis erfolgte nach der sehr empfindlichen Methode von Denigés (Bern- 
hauer), sowie mit verdiinnter Eisenchloridlésung (Seifert und Miiller).. 
Da sie mit Brenztraubensiure verwandt ist, wurde tiberall auch auf 
diese gepriift, die sich jedoch nie nachweisen lieB. e 
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Im folgenden sind weitere Untersuchungen zur Priifung weiterer 
_ fermentativer Fihigkeiten der Proactinomyceten wiedergegeben: 


Verhalten zu Cellulose, Keiner der untersuchten Stiimme war imstande, 
Cellulose zu zersetzen. Diese Fihigkeit scheint in der Gattung ziemlich 
_ 8elten zu sein. Daf sie vorkommt, beweisen die Beobachtungen von Bokor, 
- dessen Organismus ausgezeichnet auf ihr gedieh und ihre Aufhellung und 
_ kaffeebraune Verfirbung herbeifiihrte. 


Gelatineverfliissigung. Als sehr konstantes und bezeichnendes 
Merkmal erwies sich das Verhalten der Proactinomyaeten auf Gelatine- 

_ nihrbdden, das wegen des verschiedenen pg-Bereiches der wirksamen 
Enzyme bei zwei verschiedenen Konzentrationen der Wasserstoffionen 
(Ammon-Dirscherl) untersucht wurde. Es wurden nebeneinander zwei 
_ Versuchsreihen beimpft, von denen die eine auf ein py von 7, die 
andere auf ein py von 5,8 eingestellt wurde. Zur Verwendung kam 
~ ausschlieBlich Fleischextrakt-Pepton-Dextrose-Gelatine, die Kulturen 
_ wuchsen im Licht bei Zimmertemperatur. Uber das Ergebnis unter- 
_ richtet Tabelle III. Das Ergebnis ist: eindeutig. Sowohl in der neu- 


Tabelle Ill. Verfliissigung der Gelatine. 


q Nr. des Verdissiguag Patten peraieec a in 
 Stammes p i 
a. Versuchsreihe 4,7} Versuchsreihe 9475,8 || Versuchsreihe py 7 |Versuchsreihe 75,8 
1 bis 15 =! 2 = a 
= 16 2 2 
e. 17 is 5 32 35 
18 + + 7 8 
B, 19 = = 6 6 
mae 20) + at. 7 9 
Pe 2 Ne ae 6 10 
22 fe fit 9 9 
23 +. + 3). 10 
i 24. f= Ue 8 8 
2 25 + + 10 12 


ae 1 Keine Verfliissigung. — 2 Verfliissigung. 


tralen, als auch in der sauren Versuchsreihe verfliissigten alle roten 
bis orangefarbenen Stiimme (Nr. 1—15) nicht, alle gelb- bis braun- 
-griinen verfliissigten. Das Wachstum war bei allen Stiémmen sehr gut. 
Im allgemeinen trat die Verfliissigung in der sauren Versuchsreihe 
etwas spiiter ein als in der neutralen. Auffallig ist das Verhalten der 
- flavus-Stimme (Nr. 16 u. 17). Bei ihnen beginnt der Vorgang erst sehr 
spit und ist nicht sehr wirksam, ein grofer Teil der Gelatine bleibt 
immer unverfliissigt, trotz des guten Wachstums beider Organismen 
auf ihr. Eine Nachpriifung hatte das gleiche Ergebnis. Wegen des 
‘spiten Einsetzens der Verfliissigung erscheint es aweifelhatt, ob es 
-aulissig ist, diese langsame Verfliissigung in eine Reihe 2u stellen mit 
der ziemlich friih einsetzenden der gelbgriinen Stiimme. Es ware mog- 
lich, daB sie erst entstiinde, nachdem die Zellen abgestorben sind und 


Ov. Plotho: 


die Enzyme anduraigens ihnen befreit: reavaan. und wirksam i 
konnten. In diesem Fall miiBten die flavus-Stiimme gegeniiber det 
schnell verfliissigenden citrews-Formen als inaktiv bezeichnet p 
Stdrkehydrolyse. Zur Priifung auf ihr Vermégen, Stdrke ZU 
lysieren, wurden die Stimme in Petri-Schalen auf Ammonphosph 
geimpft. Als Kohlenstoffquelle wurde 1° Starke zugesetzt. Zur 
stellung der Wirkung wurde auf das Agar nach der angegeb 
Kulturdauer eine diinne Schicht Lugolscher Lésung gegossen. D 
verinderte Agar firbt sich tief blau, die hydrolysierte ‘Zone erscheint 
vollig farblos. Das von der Tabelle IV ausgewiesene Ergebnis. ist nahezu 


iy 


Tabelle IV. Hydrolysierung der Starke. 
Alter der Kulturen 15 Tage, pu 6,8, Temperatur 23— 250... be 


Re ae | Hydrol | wastatem | hea dee | Hysrele | ae 
: 1 —! sehr schwach 14 schlecht - | 
2 — sehr schwach 1607 he gering! | iuen | 
3 — sehr schwach 16 — 3 maBig Ey 
4 — kein Wachstum 17 + | mabig SF 
5. — kein Wachstum 18 — | gut 
6 -— | kein Wachstum 19  +-+43 gut * | 
7 | 2 = sehr gering * 20 +  } gut . i 
8 — sehr gering 21 ++ |} gut Rae | 
9 — sehr gering 22 ++ sehr gut t 
10 _ sehr gering 23 ++ ‘gut <a f 
et  — ° {sehr gering 24 ++ | gut et 
12 ~— | schlecht 95 ++ | sehr gut. @ 
13 — schlecht pao . oe | 


1 Keine Hydrolysierung. — 2? Hydrolysierung. — 3 Starke Hydrolysierung. 


ebenso eindeutig wie bei der Gelatineverfliissigung. Alle rote 
p orangefarbenen Stimme vermochten die Stiirke nicht zu hydrolys 
bis auf Pr. anilinus II, der eine schmale, rétlich aufgehellte Zon 
schaffen hatte, in der’ die Hydrolysierung also nur bis zum De 

_ vorgeschritten war. Von den flavus-Stimmen hatte Stamm 16 schw: 
hydrolysiert, Stamm 17 nicht. Alle Vertreter der gelbgriinen Gru 
dokumentierten dagegen durch eine breite farblose Zone um die Kolonie 
herum ihr starkes Hydrolysierungsvermégen. Bei Stamm nicotinus | VI 
(Nr. 25)-war sie mit fast 2 cm Breite die gréBte von allen, bei Pr. citre j 
und nicotinus I und II war sie nahezu gleich breit. Das Wachstum 
bei den roten bis orangefarbenen Formen sehr schwach oder bleibt ganz 


“g - aus, bei den tibrigen ist es zum Teil sehr gut. <4 
aa Verhalten in Milch. Das Wachstum der Proactinomyceten in aes 
see und die in ihr hervorgerufenen Verinderungen zeigt Tabelle V. A 


ihr gehen die starken fermentativen Fihigkeiten der gelb- bis. brau a 
griinen Stiimme wieder sehr klar hervor. Von Pr. citreus (Stamm 18 
und 19) wird die Milch peptonisiert. Der Vorgang beginnt bei der an- 
gegebenen Temperatur bereits nach 4 bis 5 Tagen, die Milch wird dabei 
leicht -braunlich und durchscheinend, die H-Ionenkonzentration e r- | 
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_ geschlossen sind, sei kurz angefiihrt: In einer Dextroselésung bewirken 


_ Nahrbéden sehr gering war. Am besten gediehen dié Organismen noch 


O.-v 


niedrigt.: Alle nicotinus- Stiimme koagulieren anfangs die Milch, 16sea | 
dann aber das Koagulat vollstindig wieder auf. Dabei wird die_ Milch— 
stark alkalisch, mit Nesslers Reagens konnte reichlich Ammoniak nach- 
gewiesen werden. Von den flavus-Stimmen peptonisierte der Stamm 16,3 
der Stamm 17 jedoch nicht. Von den roten bis orangefarbenen besaBen 
nur Pr.anilinusI und II die Fihigkeit, die Milch zu peptonisieren, alle 
anderen vermochten sie weder zu peptonisieren noch zu koagulieren, 
trotz des guten Wachstums in ihr. Die Reaktion der Milch ict dabei 
wenig verdindert. 

Ein weiterer Hinweis auf die engere A evwandisetett unter de 
Stiimmen, die in unseren Untersuchungen zu einer Gruppe zusammen- { 


simtliche gelben, gelbgriinen und braungriinen Stimme im Verlauf des 
Wachstums eine Tribung- der Lésung, wihrend alle orangefarbenen — 
bis hochroten sie klar lassen. AuBerdem entsteht bei den zuerst ge-— 
nannten Stiimmen immer nur ein mehr oder weniger dicker Bodensatz, — 
eine Oberfliichenschicht wird niemals gebildet. Im Gegensatz hierzu 
wachsen die Kulturen der roten bis orangefarbenen Stiimme mit Aus- — 
nahme der Stdémme 3, 5, 6 und 9 am Rand des Reagensglases in die 
Hohe und bilden eine oft schuppige Oberschicht. = | 
Verhalten zu zyklischen Verbindungen. Von Gray. und Thornto ye 
sowie von Jensen wurden einzelne Stimme von Proactinomyceten auf — 
zyklischen und heterozyklischen Verbindungen kultiviert. Es war daher 
interessant, zu beobachten, wie sich die Vertreter der verschiedenen 
hier aufgestellten Gruppen auf solchen Verbindungen verhalten wiirden. 
Ebenso erschien es lohnend, das Wachstum der Stiimme auf Indol zu 
kontrollieren, da Bergey 1939 in seiner zum ersten Male aufgestellten — 
Systematik der Proactinomyceten als obersten Finteilungsgrund die 
Bildung von Indigotin ays Indol einfiihrt. Zur Durchftihrung dieser, _ 
in der Tabelle VI zusammengefaBten Versuche wurde dem Ammon- 
phosphat-Nihrboden als C-Quelle an Stelle von Dextrose jeweils 0,01 °%o 
Phenol, Naphthalin oder Indol zugesetzt. 
Die Tabelle zeigt, da® die Wachstumsintensitit auf allen: aret 


auf Phenol, aber auch hier blieben die Kolonien sehr klein. Alle ruber-— 
Stémme wuchsen sehr kiimmerlich, zwei von ihnen iiberhaupt nicht. 
Pr. pyridinus I, Il und IIT entwickelten sich etwas besser, pyridinus 1V_ 
fiel aber ganz aus. Pr. piperidinus I wnd II waren am kriiftigsten ent- 

wickelt, piperidinus II konnte sich auf Naphthalin nicht durehsetzen. 
Pr. anilinus IT wuchs verhiiltnismigig gut auf allen drei Substraten, 

wahrend anilinus I nur auf Phenol gedieh. Von den iibrigen Gruppen 
dagegen konnte sich kein einziger Stamm auf diesem Medium be-- 
haupten. Auf Indol fand die schw iichste Entwicklung statt. Immerhin- 
fallt auf, daB nur pyridinus I und II, piperidinus 3 und /7 und ani-— 

linus II wuchsen, alles Stiimme mit besonderer Abbaufihigkeit. Abnlich 


schwach ist die Entwicklung auf Naphthalin, auf dem auch nur die 
gleichen -Stiimme mit besonderer Fihigkeit zu geringer Entfaltung — 


kamen. 3 
- 2 
| q 
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Tabelle VI. Wachstum auf Spezialnahrbéden. 


Anfangs-pu 6,8, Temperatur 25—27° C, Alter der Kulturen 7 Tage. 
ee 


Nr. des || Wachstum | Wachstum | Wachstum Nr. deg || Wachstum | Wachstum | Wachstum 
Bi anmes au é auf au Stamine auf au auf 
|| Phenol Naphtalin Indol : Phenol | Naphtalin Indol » 
1 ret so a 14 ea te = 
2 =e as = 15 
ee ee LS | + 
4 = ae ea 17 = = - 
5 — — —— 18 as pees 2s 
6 3 a = 19 na a sa 
7 + = 20 ~ = a 
: es = oa 21 — — = 
5 + ee — —— = 
10 ave _ De 23 are as = 
11. + + + | 24 ~ = = 
12 we AN Be 25 = ae — 
13 42 + — 


1 + sehr geringes Wachstum. 


Aus den obigen Ausfiihrungen ist wohl klar geworden, daB die 
_widerstandsfihigsten und wuchskriftigsten Formen, die sich auf den 
-verschiedensten Substraten durchzusetzen vermdgen, unter den Ver- 
_tretern der roten bis orangefarbenen Gruppe zu finden sind, da aber 
die gelben und besonders die gelb- bis braungriinen Stiimme ihnen in 
ihren fermentativen Fihigkeiten weit iiberlegen sind. 


Vergleichende Untersuchungen mit verschiedenen Stickstoff- und 
Kohlenstoffquellen. 


In der Literatur finden sich keine vergleichenden Untersuchungen 
tiber die Wirkung verschiedener Stickstoff- und Kohlenstoffquellen auf 
_Proactinomyceten; es erschien daher erwiinscht, hiertiber einige Auf- 
-klarung zu erhalten. 
; Zu solchen Untersuchungen kénnen natiirlich nur Nihrmedien mit genau 
-bekannter Zusammensetzung in Frage kommen. In Vorversuchen wurdea 
‘gahlireiche Paralleikulturen auf dem Waksman- und dem Ammonphosphat- 
rnuhrboden verglichen, um die mehr oder weniger gute Fignung der beiden 
‘Kombinationen festzustellen. Es erwies sich dabei, da der Waksman-Nihr- 
boden von einigen Stiimmen sehr schlecht ausgenutzt wurde, was auf die ge- 
ringere Assimilierbarkeit der Kohlenstoffquelle zuriickzuftihren sein kénnte, 
wie spitere Untersuchungen erweisen werden, was méglicherweise aber auch 
in der Stickstoffquelle seine Ursache hatte. Daher wurde in der Folge aus- 
‘schlieBlich mit dem Ammonphosphatnihrboden gearbeitet, auf dem alle 
Stimme gleichmaBiger wuchsen. Die Untersuchungen wurden nach der <lteren 
Verwendungsstoffwechselmethode ausgefiihrt durch Beobachtung wachsender 
Organismen in Liésungen. Es wurden immer 2, oft 3 Parallelversuche an- 
gesetzt, so daB die angegebenen Zahlen der Mycelgewichte Durchschnitts- 
ergebnisse mehrerer Versuche darstellen. Die Kulturen wuchsen in kleinen 


Erlenmeyer-Kolben, die je 10 ccm Lésung enthielten. Fiir die Versuche wurde 
Archiv fiir Mikrobiologie. Bd. 14. o 
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je ein Stamm von Pr. ruber, dations Os anilinus, “flatus; itr 
und nicotinus ausgewihlt, da es unméglich war, sie an allen Formen du 
zufiihren. Es soll zunichst iiber die Untersuchungen mit unterschiedliel 


Stickstoffquellen berichtet werden. 


Tabelle VIL. Vergleich der Stickstoffquellen. 
\ Anfangs-pu 6,8, Alter der eget 12 aie 


02 02% 02% 
(NH On KNOs (N Hs)a SOs ‘ 
d Sanaa Trocken Trocken- -Trocken- Tr 
pape End-py | gewicht || E™¢-PH | gewicht End-py gewicht En tee oe 
in mg || _ in mg ee mg 
| VIE, 
Pr. ruber : pgs i 
Nr. 2 58 | 135 || 68 6,7 || 5,6 | 12,0 
Pr. pyri- 
dinus III|| 4,6 | 203°] 68 88° | 47° 1, 68 
Pr. pipert- : 
dinus I || 4,3 | 20,5 | 80 | 390 | 45 | 47,6 


_ linus II || 4,7 16,4 5A °| 155 | 41 |. 68 
Pr. flavus AT) Ake C64 4.8 7,4 RD Dito 
Pr. citreus 4.5 6,1 6,8 3,2 6,8 


timusI || 45 | -59 | 68 | 538 | 47 | 25 


SHohsor@uenan Aus ‘Tabelle Vil ergibt sich, dab von ‘anore 


nicht ohne weiteres als. iennmtieet Merkmal sfeetabs en 
starke Hervortreten der rotgelben Stiimme mit spezifischer A 


suchen mit groBer Deutlichkeit hervorgeht und ausfiihrlich bespr 
werden wird. Pr. flavus und citreus kénnen nur verglichen werden 1 
Pr. ruber, Auch dann ist ihre Entwicklung bei dieser quantitatiy 
Auswertung scheinbar bedeutend zurtickgeblieben. Der Bau S 
Stimme ist aber, worauf bereits verschiedentlich hingewiesen wur 
weitaus zarter und feiner als der der rotgelben Gruppe, so dag 
mengenmifiigen Ertrignisse der beiden Reihen nicht schematisch — 
glichen werden kénnen. Bei Beriicksichtigung dieser Verhiltnisse 
‘das Ergebnis der Mycelgewichte der erwiihnten St&mme-nicht w 
giinstig, was besonders beim Vergleich mit den Ertragen auf — 
anderen Stickstoffquellen hervortritt. Sehr auffillig ist die auBerord 
lich kraftige Entwicklung von Pr. piperidinus mit “KNOs als Stickstoff- 
quelle mit der gleichzeitig starken Erhéhung der Alkalitit bei der Ver- 
arbeitung dieses physiologisch alkalischen Stickstoffsalzes. Von diese 
Stamm lagen drei Parallelkulturen vor, von denen je 41,2, 41,4 ur 
37,6 mg Kulturgewicht geerntet wurden. Die Kulturfliissigkeiten. waren 
beim Abbrechen des Versuchs dunkelbraun, sehr schleimig und faden- 
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_ ziehend. Die Ursache dieser auSergewéhnlich groBen Erhéhung der 
_ Wachstumsintensitat konnte nicht ermittelt werden. Mit Ausnahme 
| dieses einen Stammes ist der Abfall in der Entwicklungshéhe | der 
_ ubrigen Nitratkulturen der Ammonphosphatreihe gegeniiber aber ziem- 
lich betrichtlich. Er ist auch in der Reihe der Ammonsulfat- und 
_ Ammonchlorid-Kulturen vorhanden. Bei diesen diirfte er nicht so sehr 
_ Zuriickzufiihren sein auf die Verschiebung der pu-Werte in den sauren 
_ Bereich, denn diese findet auch in den Kulturen mit Ammonphosphat 
_ Statt, als auf die Wirkung des SO,Ions und des Chlorions, die beide 
_ der Entwicklung abtriglich zu sein scheinen. Bei Verwendung syn- 
_thetischer Nahrbéden fiir die Kultur der Proactinomyceten wiire es 
also zweckmaBig, méglichst solche mit Ammonphosphat als Stickstoff- 
quelle zu benutzen. 

a Krassilnikov gibt ganz kurz an, daB Monosen und Biosen gut ausgeniitzt 
-wiirden, Lactose oft besser als die anderen. Jensen untersuchte seine Stimme 
™meistens auf Dextrosenihrbéden und beobachtete bei Verwendung anderer 
_Kohlenhydrate, z. B. Lactose und Saccharose, in erster Linie die Sdure- 
_bildung. © : 

of Zu meinen Versuchen benutzte- ich die Ammonphosphatliésung, zu der 
an Stelle von Dextrose jeweils 1°/o des zu priifenden Zuckers bzw. 0,1%%/o der 
organischen Saure zugesetzt. wurde, Hohere Siiurekonzentrationen wurden 
von den Organismen nicht vertragen, vielleicht wegen der groBen Menge von 
Alkali, das zur Neutralisation hinzugegeben werden muBte. Die Kulturen der 
Tabellen VIII und IX wuchsen ebenfalls in kleinen Erlenmeyer-Kolben, die 
10 cem Niahrlésung enthielten, auch die iibrigen Verhiltnisse waren die 
gileichen wie bei den soeben besprochenen Versuchgn. | 


¥ 
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; Kohlenstoffquellen. 


' Bei den Untersuchungen mit verschiedenen organischen Sduren als 
-C-Quelle (Tabelle VIII) stellte sich heraus, daB die Proactinomyceten - 
diesen Verbindungen gegeniiber viel anspruchsvoller und empfindlicher 


sind als Actinomyceten und Mycobakterien. Sie entwickeln sich einiger- 
maf8en gut nur mit ganz wenigen dieser Substrate, die daher als einzige 


P 
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‘in der Tabelle VIII aufgefiihrt sind. Von den niederen gesittigten 
Monocarbonsiiuren erwies sich die Ameisensiiure als ungeeignet. Es war 
nur Pr. piperidinus II, der sich tiberall als der kraftigste erwies, ge- 


u 


-wachsen, aber auch sein Wachstum war auf ihm sehr gering. Allerdings 
wurde das pg der Sure durch alle Stimme erniedrigt, was darauf 
*schlieBen lift, daB die Siure angegriffen wurde, der Aufbau neuer Zell- 
substanz konnte aber nicht erreicht werden. Dieses Verhalten der 
Proactinomyceten stimmt mit dem vieler anderer Mikroorganismen 
‘jiberein, die die Ameisensiure als Aufbaumaterial ablehnen. Die Essig- 


siure erwies sich dagegen als ein geeignetes Substrat, in dem die 
“héchsten Gewichte der ganzen Versuchsreihe itberhaupt festgestellt 
werden konnten. Auch das ist kein auBergewéhnliches Verhalten, ge- 
hort doch die Essigsiiure zu der Reihe der zellvertrauten Verbindungen, 
die von fast: allen Bakterien angegriffen werden. Auffallend dagegen 
ist, da® in ihr die ,,Giftzersetzer“ der gelbroten Gruppe sich so be- 
deutend besser entfalteten als die iibrigen Stiimme. Auch vor dem mit 
: . 3% 
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Tabelle VIII. Organische ‘Sduren als Quelle. 
Anfangs-pu 6,8—7, Alter der Kulturen 12 Tage, Temperatur 25—27° C. 


Essigsiure Bernsteinsaure Citronensaure 

ieee 'Trocken- Trocken- Trocken- ~ 4 

des Stammes End-py Bericht End-py aa End-pq oe . 
Pr. ruber Nr. 2 7,4 8,7 7,0 10,2. 7,2 12,5 
Pr.pyridinus IIL|| 9,4 42.6 7,4 6,8 ae 5 
Pr.piperidinus H 8,2 40,1 6,9 9,6 7,4 8,2 
Pr. anilinus II || ~ 7,2 16,9 7,0 2.6 7,0 6,8 
Pr. flavus . 8,2 6,5 6,6 5.2 -—— — 
Pr. citreus. . 8,0 4,1 7,7 3,3 7,0 6,2 
Pr. nicotinus I . 6,6 3,2 7,0 3,6 6,4 41 


ihnen in der Gruppe vereinigten ruber-Stamm haben sie entwicklungs-_ 
mikig einen betrichtlichen Vorsprung. Besonders Pr. pyridinus und 
piperidinus weisen ansehnliche Mycelgewichte auf. Die Nahrlésung 
wurde in ihren Kulturen ziihfliissig und dunkelbraun, das pg sehr stark 
erhoht. Auch Pr. anilinus entwickelte sich gut. Er ist dem ruber-Stamm 
um fast das Doppelte im Gewicht iiberlegen, hinter den beiden besten — 
Verwertern steht er allerdings weit zuriick. Der Vertreter von Pr. nico-_ 
tinus dagegen konnte keine-gute Entwicklung erreichen. Auch nicotinus — 
V und VI, die zur Kontrolle ebenfalls in die gleiche Lésung geimpft | 
wurden, entwickelten sich nicht besser. Alle blieben hinter dem ver- 
wandten citreus-Stamm zuriick. 

Unter den gesittigten zweibasischen Siuren waren besonders Oxal 
siure und Weinsiure zur Kultur der Proactinomyceten ungeeignet, was 
keine Besonderheit darstellt, denn ihre Verwertbarkeit ist fiir viele. 
Mikroorganismen gering. Auffallend dagegen ist, daB die Bernstein- 
siure, deren Spaltprodukte in den meisten Fallen leicht assimiliert 
werden, ein so schlechtes Ergebnis aufwies. Dieses Ergebnis ist be- 
sonders merkwiirdig, weil die Bernsteinsiure sich fiir die verwandt 
Mycobakterien als bestes Aufbaumaterial erwies. Fiir Proactinomycete 
ist sie aber scheinbar ganz ungeeignet und zwar auch fiir diejenigen — 
Stémme, die in der Essigsiure sehr hohe Mycelgewichte Nicht well 
Hier konnte sich sogar der ruber-Stamm besser entwickeln. Nicht vie’ 
giinstiger schneidet die Citronensiiure ab, was ebenfalls nicht mit 
ilteren und neueren Literaturangaben tibereinstimmt (Sonderhoff und 
Dejfner), in denen die Citronensiiure als sehr gutes Baumaterial be- 
zeichnet wird. Auch hier treten die ,,Giftzersetzer“ mit ihren Gewichts- 
zahlen dem ruber-Stamm gegeniiber nicht unerheblich zuriick, ebenso — 
entwickelt sich Pr. citreus besser als in den tibrigen Siiuren und besser 
als Pr. nicotinus. 

Die Verwertbarkeit der organischen Siuren erwies sich also als 
sehr beschrinkt und bot manche Ergebnisse, die nicht ohne weiteres 
erklirt werden kénnen. Wenn aber in ihren Kulturen schon manche 
Besonderheit auftrat, so stellt uns die Kultur der Proactinomyceten aut 
Nahrbéden mit verschiedenen C-Quellen aus dem Gebiet der Sacchi 


\ 
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_ vor ein noch ungewohnteres Bild. Die Einzelheiten hierzu sind in der 
Tabelle IX zusammengestellt. 


Im “allgemeinen werden die Hexosen etwa gleich gut verwertet, 
mit Mannose wurden die héchsten Gewichte erreicht, die Galaktose 
wurde etwas schwicher ausgenutzt. Aber es fillt sofort die groBe Uber- 
legenheit der Gewichtszahlen auf, die die drei »Giftzersetzer aus der 
Gruppe der roten bis orangefarbenen Organismen gegentiber ihrem Ver- 
wandten, der die in ihrem Namen ausgedriickten Fihigkeiten nicht be- 
sitzt, aufweisen. Der ruber-Stamm erreichte z.B. mit Mannose nur 
etwas mehr als ein Drittel des Mycelgewichts, auf das es Pr. piperidinus 


_brachte. Die drei Stimme miissen befihigt sein, die Saccharide mit 
grofer Geschwindigkeit anzugreifen und ihre eigene Substanz sehr 


schnell aufzubauen. Ob diese Fiahigkeit im Zusammenhang steht mit 
der Zersetzungsfahigkeit der Kohlenstoff-Stickstoff-Verbindung, nach 
der sie benannt sind, ist véllig unbekannt; zu einer Entscheidung hier- 
liber wiren eingehende Untersuchungen notwendig. Jedenfalls ist der 


- Unterschied in der Ausnutzbarkeit der Kohlenstoffquelle durch die vier 
_ Vertreter der gelbroten Gruppe so bedeutend, daB er nicht tibersehen 


werden kann. Pr. nicotinus besitzt offenbar keine besonderen Zer- 


_setzungs- und Verwertungsméglichkeiten gegeniiber den Zuckerarten; 
in den meisten Fallen blieb, wie in den organischen Sauren, sein Mycel- 
- gewicht sogar hinter dem von Pr. citreus zuriick. 


Bei den Disacchariden tritt uns das gleiche Bild entgegen. Unter 


ihnen wird Maltose am besten verwertet von den Stémmen der ersten 
Gruppe, Saccharose von denen der gelbgriinen Stimme. Im allgemeinen 
treten aber alle drei Biosen hinter der Ausnutzbarkeit der Monosen 
-zuriick, am wenigsten bei den ,,Giftzersetzern“ der ersten Gruppe, wie 
aus den Gewichtszahlen deutlich hervorgeht, die auch bei allen Di- 
sacchariden erheblich héher liegen als die Mycelgewichte der iibrigen 
Glieder der Reihe. Auch Pr. ruber konnte nur wenig Mycel bilden, 
-ebenso steht der nicotinus-Stathnm wesentlich zuriick. Die Versuchsreihe 
“mit Lactose als Energiequelle fallt nicht aus dem Rahmen der and2ren 


-Biosen heraus. Krassilnikov erwihnt, daB er einige Stimme isolierte, 


die mit Lactose besser wuchsen als mit anderen Zuckerarten. An- 


scheinend sind diese Stiimme ziemlich selten. Ob sie in unseren Boden 


-vorkommen, ist ungewi8; jedenfalls ist unter den hier untersuchten 
Stammen keiner dieser Art. 


‘Am tiberraschendsten ist aber das Bild der 7. Vertikalreihe der 


-Tabelle IX. Raffinose ist fiir Mycobakterien eine so schlechte O-Quelle, 
‘daB die Gewichte der auf ihr gewachsenen Bakterien nicht festgestellt 
‘werden konnten (v. Plotho, 1942). Der bei den. Mycobakterien zum 
Vergleich herangezogene Proactinomycet wuchs ebenfalls schlecht. Ob 


Raffinose fiir Actinomyceten verwertbar ist, ist mir nicht bekannt, 


‘Lieske machte keine Versuche mit ihr. Bei den hier besprochenen Ver- 


“suchen war jedoch, was die Stiimme pyridinus, piperidinus und anilinus 


petrifft, die Entwicklung weitaus besser als auf allen anderen Zucker- 
} . 
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arten*. Die Entfaltung dés ruber-Stammes dagegen ist durchaus nicht 
_ Sut. Es wurden daraufhin Kontrollversuche mit Pr. ruber, Stamm 1 
und 2 durchgefiihrt. Ihre Gewichtszahlen hielten sich alle in niedrigen 
Grenzen, Stamm 1 erreichte 7,7 mg Gewicht. Weiterhin wurden Kontroll- 
versuche mit allen Stiimmen von Pr. pyridinus und piperidinus ge- 
Macht. Sie ergaben zum Teil noch héhere Gewichtswerte. Eine Kultur 
~von pyridinus II erreichte unter gleichen Bedingungen das Gewicht von 
60,1 mg, und piperidinus IMI erzielte den Wert von 51,6 mg. Auch Pr. 
citreus und nicotinus wuchsen auf Raffinose verhiltnismaBig gut, wobei 
wieder zu beachten ist, daB ihre Gewichtszahlen entsprechend dem 
Charakter ihres Stammes stets niedriger sein werden als die der 
anderen groSen Gruppe. Immerhin erreichte auch hier der nicotinus- 
‘Stamm nicht das Gewicht von Pr. citreus, er diirfte der Kohlenstoff- 
quelle gegeniiber keine besonderen Aufschlu8-. und Verwertungs- 
méglichkeiten besitzen. Seine Verwandtschaft zu den ,,Giftzersetzern“ 
der gelbroten Gruppe scheint iiberhaupt sehr gering zu-sein, was aus 
allem bisher Ermittelten, sowie auch aus einer weiter unten be- 
sprochenen Beobachtung hérvorgeht. Es wird auf diese Verhiiltnisse, 
wie bereits erwahnt, in einer besonderen Arbeit ausfiihrlich einge- 
-gangen werden. : : 


Die systematische Gliederung der Proactinomyceten. 


Wie aus den obigen Untersuchungen hervorgeht, unterscheiden sich 
die Proactinomyceten sowohl nach kulturellen, wie auch nach morpho- 
logischen und physiologischen Eigenschaften ziemlich scharf vonein- 
vander. Das fiihrte dazu, da8 verhiiltnismiBig friih eine systematische 
tliederung an ihnen vorgenommen wurde. Schon Jensen, der als erster 
ihre Bedeutung und die Zusammenhinge unter einzelnen Stinunen er- 
kannte, stellte ein System zu ihrer Gruppierung auf. Filr cin solches 
kommt es in erster Linie auf Merkmale an, die scharf begrenzt, leicht 
-erkennbar und vor allem konstant sind. Nach diesen Gesichtspunkten 
ist der Versuch Jensens leider wenig befriedigend, weil er als obersten 
Kinteilungsgrund die Siurefestigkeit der Organismen heranzog. Die 
Siurefestigkeit stellt aber nach unseren heutigen Kenntnissen eine 
~auBerst labile Kigenschaft dar. 
— Die Entfirbungsresistenz gegen Sduren ist abhangig von der Methode, 
“nach der sie festgesteilt wird. Es sollte daher bei jedem Urteil itber Sdure- - 
S cctigkeit eines Organismus auch die Handhabung der Sdurefestigkeits- 
‘priifung mit angegeben werden. Bei den hier mitgeteilten Untersuchungen 
“wurde das Carbolfuchsin kalt auf den Objekttriger gegossen und mehrere 
“Male bis zur Blasenbildung erhitzt, die Entfarbungsdauer betrug 1 Minute, 
eine Nachfirbung wurde nicht vorgenommen. Weiterhin ist die Sdureresistenz 
a hingig vom Alter der Kulturen. In ganz jungen Kulturen ist sie oft ver- 
hiltnismiBig schwach, in alten fehlt sie haufig auch bei solchen Organismen, 
die im vollentwickelten Zustand eine gute Widerstandsfahigkeit gegen 


eas 


er aa 
1 Es liegt natiirlich die Méglichkeit vor, da das Praparat nocl P 

von Wachstumsfaktoren enthielt; allerdings wachsen diese ruber-Stamme 
uf allen synthetischen Nihrbéden besonders gut. 


a 


~) 


bei Proactinomyceten wirksam, wie Tabelle X zeigt. 
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Sdureeinwirkung besitzen. Stark beeinflu8t wird die Entférbungsresisten 
ferner durch die Zusammensetzung des Nahrbodens, auf dem die gepriifte 
Kultur gewachsen war, und endlich ist der Dissoziationsgrad des Entfar- 
bungsmittels von entscheidender Bedeutung fiir den Ausfall der Reaktion. 
Verschiedene Forscher (Frei und Pockschischewsky) haben die Ansicht ver-_ 
treten, daB die Art der verwendeten Siure fiir den Ausfall der Entfarbung 
von Bedeutung sei. Demnach miifte entweder dem Anion der betreffenden 

Saure eine Bedeutung zukommen, oder das Sduremolekiil als Ganzes miiBte 
fiir das Ergebnis verantwortlich sein. Beim Vefgleich der Entfarbungsinten- 
sitiiten liefern aber alle Priparate eines bestimmten Objekts ein. volistindig 
gleiches Bild, wenn sie mit Saéuren gleicher Wasserstoffionenkonzentration 


- behandelt waren, ganz unabhiingig von der Art der verwendeten Sdure. 


Werden aber die gleichen Siuren bei verschiedener H-Ionenkonzentration 
angewendet, so sind die Entfirbungsintensititen ungleich. Demnach hangt~ 
die Siurefestigkeit nicht ab von der Art der Siéiure, sondern lediglich von — 
ihrem Dissoziationsgrad. 


Alle diese, die Siurefestigkeit beeinflussenden Faktoren sind anh | 


In der Tabelle X ist das Bild der Entfirbungsresistenz ftir zwei 
Proactinomyces-Stimme wiedergegeben, die je 4 Tage und 28 Tage alt 
waren, von drei verschiedenen Nihrbéden stammten und mit vier ver- 
schiedenen Entfirbungsmitteln behandelt wurden. Von diesen haben 
die n Essigsiure, die n/110 Schwefelsiiure und die n/75 Salzsiiure die~ 
gleiche Wasserstoffionenkonzentration, ein py von etwa 2,5, wihrend 
die n Schwefelsiure bedeutend stirker ist. Es kommt in der Tabelle 
eut zum Ausdruck, da® die mit den drei erstgenannten Siiuren ent-— 
farbten Priiparate in allen Fillen das gleiche Bild der Siurefestig¢keit 
der Organismen darbieten, da die LEntfairbungsintensitét der mit 
n Schwefelsiure behandelten Objekte, entsprechend ihrer stirkeren 
H-Ionenkonzentration aber iiberall eine andere ist. Die schon friiher 
ausgesprochene Vermutung, daf die Proportionalitiét zwischen Ent-- 
firbungsausfall und H-Ionenkonzentration der einwirkenden Sadure ein 
Gesetz sei, das fiir alle Siuren gelte und alle siurefesten Organismen 
umfasse, gewinnt durch die erstmalige Hinzuziehung der n/75 Salzsiure 
wesentlich an Wahrscheinlichkeit. ‘Weiterhin ist aus der Tabelle gut. 
der Kinflu8 des Alters der Kulturen und der Zusammensetzung des 
Nihrbodens auf den Ausfall der Reaktion erkennbar. Es braucht. woh 
nicht n&iher ausgefiihrt zu werden, dai die gleichen Versuche an allen 
Stimmen durchgefiihrt wurden und daB sie generell iiberall das sles | 
Ergebnis hatten. 3 


Bei der Labilitiit der Siurefestigkeit erscheint es also wenig woos 
miBbig, auf ihr ein System aufzubauen. Auferdem besitzen die weiteren | 
Merkmale, die Jensen zur Unterteilung heranzog, wie die Gréfe der: 
Zellen, die F adenlinge, das Vorkommen von bestimmten Involutions- - 
formen, »Cysten“ wie er sagt, nicht ausreichende Bestimmthéit und | 
Konstanz, um als erundlegende Merkmale einer systematischen Glie- - 
derung zu dienen. Trotzdem wurde der oberste Einteilungsgrund | 
Jensens auch von Waksman iibernommen, der 1940 fiir die Familie: 
der Actinomyceten eine Klassifikation vorschlug, in der die Pr ‘oactino- - 
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siiurefest’* eingereiht sind. 


# myceten nach morphologischen und physiologischen Eigenschaften 1 


heran. Natiirlich kann die Bildung eines bestimmten Pigments aliein 
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myceten mit dem Bestimmung asc huses ,teilweise siurefest* oder ” 

Auch in der letzten Ausgabe iat diagnostischen. Handbuches » 
Bergey werden zum. ersten Male die Pr oactinomyceten als. selbstindig 
Gattung aufgestellt. Als obersten Einteilungsgrund gibt er, wie be 
erwihnt, die Bildung von Indigotin aus Indol an.. Wie weit 
Finteilungserund stichhaltig ist, kann nicht beurteilt werden. 
weiteren unterscheidenden “Merkmale des Bestimmungsschliissels | 8 
aber wenig charakteristische und schwankende Eigenschaften, — wie 
lange Stibchen oder Fiiden‘', dem ,,kurze Stibchen, selten Fiiden® 
gegeniibergestellt wird. Allerdings wird als Unterscheidungsgrund ue 
die Farbung angegeben, aber nur zwischen ,,orange bis dunke 
gefiirbten und ,,ungefairbten Staémmen unterschieden. ss” 

Den vorliufig gliicklichsten Versuch zur Klassifizierung stellt ol 
Frage das System von Krassilnikov dar. Er gliedert die Proagct 


zieht als leicht erkennbares und sehr konstantes Merkmal ihre Firbun 


als’ entscheidendes Merkmal fiir eine systematische Gliederung nicht 
ausschlaggebend sein. Aber mit diesem, bis zu einem gewissen Gr 
duBerlichen und auf unseren kinstlichen Nihrbéden vielleicht sog 
zufiilligen Merkmal yerbinden sich in allen bekannten Fallen bei 
Proactinomyceten bestimmte Eigenarten des Baues und der physic 
logischen Fiihigkeiten, so da® aus der Fiirbung einer Kultur geradezu 
auf ihre Morphologie ‘und manche ihrer physiologischen Eigenschatfte n 
geschlossen werden kann. Es wurde z. B:, wie Krassilnikov betont . 
von ihm bei der Gruppe ruber nie ein Stamm gefunden, der Gelatine 
verfliissigte. Das trifft auch fiir die vorliegenden Untersuchungen 

Dennoch kann auch das System von Krassilnikov nur als ein» 
liufiges bezeichnet werden, denn unter der groSen Zahl der von i 
untersuchten Stiimme gibt er keinen einzigen an, der mit besonde 
Fahigkeit zum Abbau bestimmter ‘Verbindungen ausgestattet war. Die 
Fahigkeit aber ist, insbesondere wenn sie sich bezicht auf heterozykli 
gebundene Kohlenstoff-Stickstoffy erbindungen, sicher von grofer— 
deutung und mu8 in einem endgiiltigen. System der Proactinom, yceten 
berticksichtigt werden. es 

Unter den hier boschniehenon Stiimmen_ befinden sich 15, die— e- = 
fihigt sind, Kohlenstoff-Stickstoff-Verbindungen anzugreifen, 13 von ‘a 
ihnen vermégen heterozyklisch. gebundene Kohlenstoff-Stickstoff- 
Verbindungen zu zersetzen. Diese Fihigkeit ist bei jedem Stamm 
beschrankt auf jeweils eine bestimmte Verbindung, auf andere derartige 
Stoffe vermag der betreffende Stamm nicht einzuwirken. Hetero- 
zyklisch eebundener Kohlenstoff-Stickstoff liegt wahrscheinlich in den. ie 
Humusstoffen des Bodens vor, deren schwere Angreifbarkeit. durch 
Mikroorganismen miglicherweise auf diese Bindungsart auriickeefiihrt 
werden mu, wie Rippel wiederholt betonte. Es darf daher angenommen 
werden, daB sich Proac tinomyceten mit Angreifvermégen gegentiber 
diesen heterozyklischen Verbindungen yorwiegend an “solchen Orten 
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_ finden werden, an denen diese Verbindungen besonders hiufie vor- 

handen sind. Diese Annahme erfihrt geradezu eine Bestitigung durch 
die Tatsache, daB sich bei den {solierungen fiir die obigen Unter- 
suchungen ein sehr hoher Prozentsatz der Staémme, die Pyridin, Pipe- 
ridin oder Nicotin angreifen kénnen, in der Komposterde fand, einem 
Material, in dem sich Humusstoffe besonders  reichlich ansainmeln. 
Unter 10 mit ihr beimpften Ansiitzen konnten aus jedem einzelnen ein 
oder mehrere derartige Stiimme isoliert werden. Bei der Uberpriifung 
stellte sich dann aber heraus, daB verschiedene miteinander idcntisch 
waren, so da sie in der TabelleI nur einmal aufgefiihrt sind. Die 
Fahigkeit zum Abbau der erwihnten organischen Verbindungen ist 
anscheinend eine sehr konstante Kigenschaft, sie blieb wiihrend zwei- 
jahriger Kulturdauer und hiufiger Uberimpfungen bei allen Stiimmen 
unverdndert. Durch sie scheinen, entsprechend der Konstitution der 
Humusstoffe, die Triger dieser Eigenschaften an den Umsetzungs- 
prozessen im Boden mafgebend beteiligt zu sein. ~ - 


Von den Stémmen mit besonderen Fiahigkeiten besitzen die Pyridin 
und Piperidin’ angreifenden untereinander engere verwandtschaftliche 
_ Beziehungen. Ein Beweis dafiir, da8 ihre Stoffwechselumsitze in der 
gleichen Richtung verlaufen, liegt in der Bildung von Triphenylamin, 
das sich durch seinen auffilligen und unverkennbaren Geruch leicht _ 
bemerkbar macht. Beim Wachstum auf Trypsin-Glycerin-Agar entsteht 
-wenige Tage nach der Impfung bei allen Pyridin- und Piperidin- 
“Zersetzern und nur bei diesen ein,mehr oder weniger starker Geruch’ 
_nach Triphenylamin, der mit dem Alterwerden der Kulturen geringer 

wird, aber nie ganz verschwindet. Auch durch die starke Ausnutz- 
barkeit der Zuckerarten, der Essigsiure und verschiedener Stickstoff- 
quellen, die sie mit Pr. anilinus gemeinsam haben, bekunden sie thre 
engere Verwandtschaft untereinander. Mit den ruber-Stimmen ohne 
besondere Abbaufihigkeit sind sie entfernter verwandt. Dennoch haben 
e auch mit ihnen manches Gemeinsame, das sich im Bau ihres J ugend- 
“mycels, in den Formen ihrer spaiteren Entwicklungsstadien, sowie in 
-jhren fermentativen und sonstigen physiologischen Eigenschaften 
Pausert. Ebenso weist ihre Firbung sie. diesem Formenkreis zu. Sie 

‘wurden daher bei diesen Untersuchungen vorliufig dieser Gruppe zu-_. 
_ geordnet. : 


Die Nicotin zersetzenden Stimme gehdren einem  vollsténdig 
anderen Typus an. Sie unterscheiden sich untereinander durch die 
‘ihigkeit Substratfarbstoff zu bilden, durch ihre ungleich schnelle Ent- 
_wicklung, die sich unter anderem in der Reaktion des Kulturmediums 
‘bemerkbar macht. (Tabelle Il), durch die Fadenbreite ihrer Stabchen 
“und die Durchmesser ihrer Dauerformen, sowie den Farbton ihrer Ko- 
Donien. Eng verbunden sind alle durch ihre Fahigkeit, Nicotin angreifen 
‘gu konnen. Mit den Pyridin- und Piperidin-Zersetzern haben sie in 
_kultureller, morphologischer und physiologischer Hinsicht wenig Ahn- 
‘lichkeit, stehen vielmehr der citreus-Gruppe nahe, der sie in den vor- 
liegenden Untersuchungen daher vorliufig angeschlossen wurden, 
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Die Stelling der besprochenen Staémme in den Gruppen ruber und | 
citreus mu aber durchaus als eine vorlaufige angesehen werden. Die 
Fihigkeit zum Abbau bestimmter Verbindungen ist ein so wichtiger 
physiologischer Unterscheidungsgrund, daf er bei einer endgiiltigen” 
Klassifizierung der Proactinomyceten nicht auBer acht gelassen werden 
darf. Es erschien aber verfriiht, schon jetzt Vorschlage zur systema-_ 
tischen Einordnung zu machen, da es nicht ausgeschlossen sein diirfte, , 
daB sich bald weitere Stimme mit Angreifbarkeit gegentiber anderen — 
Kohlenstoff-Stickstoffverbindungen finden werden. 


Zusammenfassung. 


Es wurden 25, aus Béden verschiedener Herkunft isolierte Stimme 
von Proactinomyceten untersucht und ihre vorlaufige systematische . 
Einordnung in drei verschiedenen Gruppen durchgefiihrt. ’ 

Unter den Stiimmen befinden sich 4, die Pyridin, 3, die Piperiiit 
2, die Anilin und 6, die Nicotin zersetzen. 

Die Oreanismen sind mannigfaltig pigmentiert, die Firbung tritt 
meistens als Eigenfarbe auf, in mehreren Stimmen wurde Carotin | 
nachgewiesen. ih einem Fall wird Substratfarbstoff gebildet. | 

Die Untersuchungen zur Morphologie wurden ausschlieBlich an 
Einzell-Kulturen vorgenommen. Bei allen Stiimmen entsteht ein ein- 
zelliges Jugendmycel, das durch Querwandbildung in Staébchen und 
Kokken zerfallt. Luftsporen wurden nie gebildet. Die Vermehrung 
erfolet durch Entstehung ruhender Zellen, durch Knospung und Bildung 
von Dauerformen. 

Auf Dextrosenihrbéden wird von allen Stiimmen zu Beginn des_ 
Wachstums Siure gebildet, die als Milchsiure identifiziert wurde. 

Die Stiémme der ersten Gruppe bilden ein breiteres und lingeres — 
Mycel und entwickeln sich gut auf zahlreichen Substraten. Die Ver- 
treter der 2. und besonders der 3.Gruppe besitzen ein zarteres Mycel 
und sind anspruchsvoller an den Nihrboden, in fermentativen Fahig- 
keiten aber weit tiberlegen. . 

In synthetischen N&hrlésungen wird (NH,),;HPO, als _ beste 
N-Quelle ermittelt. 

Organische Siuren als C-Quelle sind nur in geringer Zahl ver- 
wertbar, befriedigendes Wachstum fand nur auf Essigsiiure statt. Die 
Pyridin-, Piperidin- und Anilin-Zersetzer gediehen auf ihr besonders gut. 

Unter den Zuckerarten wurden Monosen gut, Biosen miaBig, die 
Raffinose am besten ausgenutzt, von den Pyridin-, Piperidin- und Anilin- 
Zersetzern wesentlich besser als von allen iibrigen Stimmen. 

Die Siurefestigkeit ist abhingig vom Alter der Kulturen und de 
Zusammensetzung des Niihrbodens; fiir ihren Grad ist die- H-Ionen- 
konzentration der einwirkenden Siiure, nicht ihre Art verantwortlich. 
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In jiing ster Zeit wurde der Pilzgruppe Penicilliuat Link besond rs 
vom Gesichtspunkt der Antibiose ein gréferes Interesse als bishe 
entgegengebracht. Es erscheint daher berechtigt, auch von systematise! 
mykologischer Seite dieser Pilzgruppe erhéhte Aufmerksamkeit 
schenken, und damit fiir die chemisch-physiologischen Arbeiten | 
Penicillium-Arten gewisse Grundlagen zu s schaffen. In der vorlie; 
ersten Mitteilung iiber dieses Thema wird zuniichst iiber ein: 
gehendere Untersuchung der Untersektion Radiata berichtet, da 
das P. notatum Fleming angehért, mit dessen Hilfe bekanntlich, 
cillin gewonnen wird. : ee 

Die nachfolgende Untersuchung der Radiata erstreckt sich a 
ihre Verbreitung in der Natur und vor allem auf ihre eingehet 
morphologische. Charakterisierung, um an Hand typischer Merk 
und Eigentiimlichkeiten eine Bestimmung dieser Arten zu erleicht 
Zum Vergleich zogen wir Kulturen der Baarnschen Sammlung <s 
heran. 


1. Verbreitung in der Natur und Genchathatioh: 


Mit Hilfe der iiblichen mikrobiologischen Methoden wurden | 
nismengemeinschaften aus Bliitennektar, sowie Erdproben gewon 
und zuniichst auf Platten mit Bierwiirzeagar studiert. NaturgemiB g 
diese Methode keine genaue Auskunft dariiber, welche Gemeinschaft 
unmittelbar in der Natur vorliegen, doch ersehien sie fiir die beal 
sichtigten Zwecke ausreichend. In folgendem werden einige Beispiele 
angefiihrt: . 

Cytisus nigricans: P. chrysogenum Thom, Torula sp., a 24 

Polygala major: P. citreo-roseum Dierckx, Candida ‘SD., Phytomonas 8 p 

Cornus sanguinea; P,chrysogenum Thom, ohne andere Mikroorganis 

Echium vulgare: P. baculatum Westl., Dematium pullulans “dé B 
Torula sp., 


Alectorolophus minor: P, notatum Westl., Dematium pullulans de Bary 
Phytomonas sp, 
Veronica chamaedrys: P. baculatum. Westl., P. citreo-roseum Dierckx, 
Salvia verticillata: P. brunneo-rubrum Dierekx, P. cyaneo-fulvum Bio 
Torulopsis sp., Phutomonas sp., t 
Salvia verticillata (zweite Bliite): P. citreo-roseum Dierckx, Candid 
Reukaufii Griiss., Phytomonas sp., 


f 
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x Salvia pratensis: ee notatum Westl., Torula sp., 

a Salvia pratensis (zweite Bliite): P.chrysogenum Thom, ohne Begleit- 
_ organismen, . 

fp. Salvia pratensis (dritte Bliite): P. notatum Westl., Torulopsis sp., 

____— Salvia pratensis (vierte Bliite): P. chrysogenum Thom, Candida pul- 


-eherrima (Lindner) Windisch, 
ee. Stachys alpina: P. citreo-roseum Dierckx, Kloeckera SD, 
Orchis purpurea: P. notatum Westl., Pleurotus Sp. 


Bei den Isolierungen aus dem Erdreich erwies sich die Verwendung 
von Zellulosestreifen mit physiologisch-saurer Stapp-Nihrlésung (vgl. 
8.62 am zweckmiBigsten. Im folgenden werden einige Beispiele an- ° 
- gefiihrt: ; : 


P. luteum Zukal, P.notatum Westl., Dematium pulluians de 
Bary. 

Fusarium bulbigenum Cke et Mass; P. luteo-viride Biourge, 
Ps P. baculatum Westl. : 

ee rdprobe IIL: P. baculatum Westl., F. oxysporum Schlechtendahl, P. lutewm 
Me Zukal. 

Erdprobe IV.: P. citreo-roseum Dierckx, P. glaucum Link, Cladosporium 
B herbarum Pers., P.luteum Zukal. 2 


Wie ersichtlich handelt es sich hier um Vergesellschaftungen mit 
-anderen Penicillien, vor allem der Gruppe Biverticillata-Symmetrica; 
_besonders P. Jutewm und P. luteo-viride finden sich hiufig als Begleit- 
_organismen. Dagegen fehlen stets die sonst so hiufigen Gemeinschaften 
init Trichoderma Koningi oder T. lignorum. 

ae _ Zusammenfassend lift sich iiber die Verbreitung der Radiata in 
der Natur sagen, daB die Arten P. baculatum, cyaneo-fulvum, notatum 
und chrysogenum hiiufig im Erdreich vorhanden sind, wobei es gleich- 
 giiltig ist, ob es sich um bebautes Land oder Odland handelt. Dieselben - 
_ Arten sind auch im Nektar der héheren Pflanzen recht verbreitet. 

Gelegentlich gliickten auch Isolierungen von Holzstiicken, die unmittel- 

par dem Walde entnommen waren. Manchmal sind diese Arten auch 

als Luftkeime zu gewinnen. P. cyaneo-fulvum wurde einmal auch aus 

Kase isoliert. P. griseo-roseum ist sowohl im Erdreich, als auch in, 

Bliiten seltener zu finden. Einmal gelang auch eine Isolierung aus der 

‘Luft. P. citreo-rosewn konnte hiufig aus dem Erdreich und in einzelnen 

Fallen auch aus dem Nektar verschiedener Bliiten gewonnen werden. 

Ahnliches gilt auch fiir P. brunneo-rubrum, doch ist darauf hinzuweisen, 

laB es des 6fteren mit anderen Vertretern der Untersektion Radiata 

vergesellschaftet ist. P. virescens, chlorophaeum und meleagrinum sind 

‘viel seltener anzutreffen. Uns gelangen nur ganz gelegentlich Isolie- 

rungen aus dem Erdreich oder dem Nektar. 
- 2. Physiologische Merkmale und Leistungen der Radiata. 

_ a) Hinfache Stoffwechselprodukte. Bei P. notatum, P. bacula- 
tum und P. meleagrinum wurde intensive Bildung nicht. fliichtiger Sduren 
beobachtet, Alkoholbildung fehlt, der Atmungskoeffizient ist sehr niedrig, 
ie veiohend von anderen Penicillium-Arten; reichliche Bildung von Mannit 


~ 
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konnte festgestellt werden’, Das Vermégen zur Bildung von Glykonsaure 
und Mannit aus Glykose wtrde bei P. chrysogenum beobachtet*. Der gleiche ™ 
Pilz wurde sogar zur girungstechnischen Herstellung von Glykonsaure — 
empfohlen*® und erwies sich hierfiir geeigneter als 50 andere gepriifte. Peni-— 
cillium-Arten‘4, Ferner wurde iiber die Isomerisierung von Fructose, Galak-— 
tose und Mannose zu Glykose und deren Uberiiihrung in Glykonsaure dureh 
P. chrysogenum berichtet; dieser Pilz soll sogar aus d-Arabinose und d- 
Xylose kleine Mengen Glykonsiure bilden, wobei anzunehmen ist, daB zu- 
nichst Glykose synthetisiert wird®, Dagegen werden Dioxyaceton und d,1 
Glycerinaldehyd durch P. chrysogenum in Milchsiure iibergefiihrt und auc 
“aus Glykose soll in gewissen Mengen Milchsiure gebildet werden. Beim. 
Abbau der Glykose wird Methylglyoxal als Zwischenprodukt gebildet®. : 
P. chrysogenum und eine dem P. notatum nahe verwandte Spezies erwiesen_ 
sich zur Bildung von Dimethyltellurid in einer K-Tellurit enthaltenden— 
Brotkultur befihigt; in einem analogen, aber Na-Selenat oder -Selenit ent-_ 
haltenden Nihrboden entwickeln die gleichen Pilze Dimethylselenit*®. : 
b) Farbstoffe. Durch P.chrysogenum-Stimme, P.notatum Westl. 
und P.notatum Fleming wird ein gelbes Pigment, Chrysogenin, dessen Kon-— 
stitution ungeklirt blieb (neben einem alkali-léslichen Protein), in die N&ahr- 
lésung abgeschieden?. Aus Kulturfiltraten des P. citreo-rosewm Dierckx 
wie auch aus dem Myzel, konnte ein zitronengelber Farbstoff, das Citreoro-_ 
sein (ein 4, 5, 7-Trioxy-2-oxymethyl-anthrachinon) gewonnen werden’, 
In Gegenwart von Borsiure erwiesen sich P.notatum, P.chrysogenum und 
P. meleagrinum zur Bildung eines leuchtendgelben, griin fluoreszierenden 
Farbstoffes, des Borocitrins, befihigt®. ; - 
Etwas niher studiert wurde die Farbstoffbildung durch P. chrysogenum. 
Thom” weist auf die starke, stammweise bedingte Variabilitét bei dieser 
Spezies hin. Er erwihnt, da8 ein von ihm in den USA isolierter Stamm 
nicht mit dem von Biowrge in Belgien isolierten Stamm in der Beschrei- 
bung vollkommen iibereinstimme. Die Angaben beziehen sich auf gleiche 
Nahrbéden, Ein deutlicher Unterschied besteht auch zwischen den Gutta 
tions-Trépfchen; Thom bezeichnet helle als fiir die Spezies typisch, Biourge 
dagegen gelbe. Szilvinyi® beschreibt bei seinen Isolierungen aus dem 
Lunzer Gebiet auch verschiedene Stimme. Das Ausmafi der gelben Farb- 
stoffabsonderung ist ungleich: je nach Stamm verschieden starke helle, | 
gelbliche oder gelbe Guttationen. Einige Faktoren der Farbstoffbildung be 
_ P. chrysogenum wurden von Delitsch*® studiert. Dabei bewiihrte sich Milch- 
zucker wesentlich besser als Glykose, doch wird auch von diesem Autor 
auf: gewisse sprunghafte Verinderungen des Pilzes besonders hinsichtlich 
der Bildung von Luftmyzel, Konidientriigern und Farbstoff hingewiesen, 
wodurch die Gewinnung vergleichbarer Beobachtungen: erschwert wird. 
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Eigene Beobachtungen zeigen, daB das Vermdgen zur Farbstoff- 
bildung bei den einzelnen Stimmen von P. chrysogenum recht unter- 
 schiedlich ist. Manche Stiimme waren fast farblos, so beispielsweise 
eine vom C.B.8. Baarn bezogene Kultur. Von*uns aus dem Nektar und 
dem Erdreich isolierte Stimme erwiesen sich in der Bildung von gelbem 
_Farbstoff als sehr verschieden. Um vergleichbare Werte zu erlangen, 
wurden mit den Filtraten verschiedener Stiimme quantitative Mes- 
-sungen des gelben Farbstoffes mit Hilfe des Tintometers ausgefiihrt. 
Kultur auf Czapek-Dozx-Lésung (0,3%o NaNOs, 0,1%o KH2P Os, 0,05%/o 
KCI, 0,05°% MgSOs.7H20 und 0,001% FeSOs in Leitungswasser, ent- 
weder mit 2%o Glykose oder 2°/o Milchzucker), Versuchsdauer 14 Tage bei 
_ 26°. Zum Vergleich wurde Voll-, Mager- und Trockenmilch gepriift. Dabei 


A 


Farbwerte 
Kultur Nahrlésung orange gelb 
zt Glykose 0,10 1:9 
Nr. 313, Stamm Milchzucker 0,10 0,3 
- Baarn C.B.S. Vollmilch 0 0 
3 j Magermilch 0 0 
Trockenmilch 0 0 
“ _ Glykose 1,0 del 
eeNr. 629, Milchzucker 0,8 10,2 
).eigene Sammlung Vollmilch 1,8 26,4 
oe Magermilch 1,6 16,8 
Trockenmilch Qed 16,9 
Glykose 2.3 8,2 
Nr. 260 ; Milchzucker 1,0 11,0 
 eigene Sammlung | Vollmilch nC 24,3 
: Magermilch 350) 27,5 
fe Trockenmilch 23 14,7 
: Glykose 0,5 11,5 
_ Nr. 266 Milchzucker 0,8 11,2 
eigene Sammlung - Vollmilch 2 13,8 
Magermilch 3,0 20,5 
és Trockenmilch 1,7 10,3 
PWr.232- Glykose | 0 0 
-eigene Sammlung Milchzucker 0 0 
i: Wie ersichtlich, zeigen die untersuchten Stiimme, die gemaf ihren 


- wurden folgende Ergebnisse gewonnen: 


-mikroskopischen und habituellen Merkmalen eindeutig als: Pe chryso- 
_genum Thom identifiziert waren, sehr erhebliche Unterschiede in der 
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Es | = ? ef ’ 
® eine asymm., op biischel- 
ee out sonst oft asymm kranzformig formig 
Fi amg symm 
OS 3—4—5 |2—3, selten 4 2—8 4—5 2—4 
ee | 11—14>< 
Fe 95-8] 10-123 | 'O7 P< | s—12><1-2| 9-9,5><18 | 95s 
i bat) 
sch al, derb, an der : eckig, derb 
5 ok eckig, derb Spitze oe eng Gbew eink lang, schmal 
rei ; coat rundlich und sehma’ .| ~abgerundet eae 
ee meist 3 3—4—5 meist 3 2—4 
710><3 | VG [e-10><1,5-2] 8—9><2 | 7—-12><2,5 
rundlich | findlich || Tundlich{ | rundlicn | ee wat 
2,2—3,8 3,5 $,5—4 


2,8—3,8 


A* 
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Tabelle IIa. 


A, Niethammer: 


Habituelle (makroskopiss 


> 


Reihe 


i Ti I 


Gemeinsame 
Merkmale 


Pilzrasen meist ack flock 


' vel 
mikroskopische Merkmale 


= 


Rand; Konidiendecke tiirk 
auch gelborange, bei P. bacula 


Normalboden (NB) nach Sopp und Asparaginagar (AA) nach Woeltje 


~  Spezies SI Ps se betaine | P; in ' | rap eto Ps bruanen ub 
achst dichter in die Kolonie sehr locker, s 
Pil 5 a her. Hohe streben- regelmabig; . bis lei 
re nachos 1B ee der Rasen, locker, samtig | wollig..T: 
een Il Verknduchungen| Decke unregel- || bis leicht sind bue 
5 mabig wollig Erhéhu 
5 oft weiber ~ F achael wv 
Rand der Wenig deut- Rand bei man- sehr deutlic h nichst 
Koloui lich, typischer a und regelmaBig 
olonie Ratdi salon chen Stimmen (typisch) lich, ne 
: fehlend yp aberwachil 
\ . 4 
fangs schn 
|| erst auf der anne an 
Radeahiies wenig auf fer Unter- Unterseite, apatets 
8 deutlich seite: beginnend, dann auch auf neh ds 
sehr derb : Zonenbil 
der Oberseite is 
(typisch) 
Farbe der - || StU bis blau- : ‘plea : 
ark 5 # = gril 
Konidiendecke Pile) ce blaugriin blaugran tiirkis-fa | ‘ 
4 farblos, gelb, ‘bei : erst 
seat a gelblich, manchen Stiim- Deite 4 
rotbraun men rotgelb Metps tse Sp braungel 
sehr hiufig, 
Myzeliiber- besonders haufi 
wachsungen ahor aiian peo fehien bis bra hs 
bis rosa P 
ae ue felt bei aie 
arbstoff- ruppe a, deut- 
diffusion Leheaeib er fehlt fehlt hau 
_ Gruppe b 4 
Guttation u. wy x a - 
Tarba dors beers a: hell farblos bis keine oder hiufig, g 
wohen ‘|| Gruppe b: gelb leicht gelb schwach ‘Trop 


| 
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Tabelle Ila, 


eee 


| : Elliptica | Maxima 
2 A penne ae ¢ Stets samtige, Decken ohne Uber- | 
ig, oft mit gleichmaBigem weifen ; Mines ; 
i - A wachsungen mit breitem weiBem Rand 
Groriin. Unterseite gelb, ey eae der spater mit Konidien tiberdeckt’ Wels 
: . 


ig 


arbstoffdifusion, ftypische 


wird; Konidienbildung oft sehr lang- 
sam, Radien schwach.ausgebildet 


yaneo-fulvum P. griseo-roseum | P. citreo-roseum || P. chlorophaeum P. virescens | P. meleagrinum 
Biourge Dierckx Dierckx Biourge Bain Biourge 
sehr dicht : 
me Decke, | flockig, sam- flock} samtig, zu- wollig, 
hr samtig | tig, weniger “ aie nichst schnee- samtig Sete ae 
8 flockig dicht ase weiBes .Myzel h ae 
ig (typisch) wachsungen 
breite, weiBe | breite, weiBe 
icht rein . 2 Randzone infol-| Randzone in- 
B, unregel- se Se tn ge unregelmis-| folge langsa- cabot 
miabig hee gelmah'8  iisiger Konidien-| mer Konidien- ‘- 
bildung bildung 
fangs oft < feine Falte- 
ir gering, nicht sehr lung der kaum 4 ride tritt nur 
iter feine ‘deutlich Unterseite erkennbar Sens zogernd ein 
\dialfalten (typisch) 
dunkelgriin 
sachtend ‘ blaugriin, in verschie- 
os) graugriin blaugrin blaugriin spater grau- || dener Ténung, 
a griin Farbenwechsel 
typisch 
} intensiv ; Pens 
| gelbbraun gelb, spater ; grinlich-gelb 
te oe mit rosa rosa Hin- nate ae 1p | Setont, spater grin 
pic mee Einschliissen schliisse PAPAS cola ay gelb 
Sta 
; e 
vorhanden, gelegentlich vorhanden, 
8 typisch grau bis Siirell fehlen fehlen grin bis weiB 
: rosa 
fehlt -fehlt schwach _ fehlt felt fehlt. 
_; ll bi gelbliche ‘ schwach, helle| schwach 
e ‘l'ropfen melblich "Tropfen helle ‘Fropfen Tropfen helle Tropfen, 
c \ ‘ 


Habituelle 


(ma 
one Reihe | Typica | 
E i: Bpesize P at i Late wee 
es 0.8 cremefarben weiB 
a — - : 
a : Ko. D grin blaugrin 
a Milch | Myzel |—~< bs =: 
ap y wat Ges 
Saeits hell bis gelb gelb 
~ nac EAE, - — 
= _ 10 Tagen) R. weiB gelb 
‘% ; ; ie? 
in ; goldgelb oder} 4,617 bis >| ichwach 
rine Flissigkeit hell; Kasein- “oh 
2 . g augtalhing - fa gelb | gelblich 
Hi =f 
Sh % h diinn, einge- F 4% 
4 . ai 1 senkt, ae __diinn, lose, - dann, | $lan 
a si » 8 griin, samtig Dblaugrin | ~- 
--Zellulose-|  52uer ses" ears : =f 
streifen : F << [aa a 
z (etwa rie dips, sehr diinn diinn, einge- | | 
a nach eingesenkt, | * “samtig ° || senkt samtig | 
5 3 Wo- Biye samtig 5 rtie a 
= siol. SOR Se hes 
w _ chen) atk gelb farblos leicht gelblich 
Bs é Fl. hell 
7 blaugrin | ~- blaugriin typ. blaugrin 
ty Brotbrisel ts ——— 4 =e 


(etwa nach 10 Tagen) So. M. 


tee tg Oe 


Ko. D. 


graugrin, 


gt Kartoffel- kriftig, grin | Poy late blaugriin 

é scheiben Pape TS =e" 

n t h var 2: 
i= er Woche) So.M. | R. meist gelb R. typisch | Ub. br: 
: Be et ee te asa tot — ‘ = 
“4 Woeltje-Losung U.S. hell, | U.S. sehrderb] U.S hell mar 3 
. (etwa nach So. M. R. braun, gefaltet, R. hell ; men # 
7 _ 1 Woche) typisch R. gelblich re 
: U.S. || hell bis gelb | gelblich hellbraun | hellbrax 
- Raulin-Gelatine =  haufig gelb . | 
. (etwa nach N.B O71? | gelb, sauer elbbraun elbbra 

1 Woche) Ba alkalisch ; 8 < Be : Fi 
; Verfl. *) ja ja, rasch nein |. ja, lai 
| unangenehm, || vielfach ange- | 
: Sersoh schimmlig nehm, obstartig [: 


*) nach 14 Tagen. 


Abkiirzungen: O.S, = Oberseite Ko, = Konidien _ 
U.S. = Unterseite Ko. D. = Konidier 
_R. = Rand Ub. = Uberwachsungen 


n ile der Radiata. 
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Tabelle IIb. 


Elliptica Maxima. 
Pe epeergarm | Pe ereeum | Pctrophccu | Psiracons | P maearium: 
hell cremefarben weib hell | mi 
, graugriin grin hellgriin grin ; blaugriin 
gelblich gelb weif weiB : hell 
hell rosa} Shel, hell halk 
velb gelborange hel 
8 (sehr: typisch) hell | hell hell ~ 
sehr diinn, dicht, griin ; : schwach, grii dunkelerii 
 samtig samtig ore flaumig, me "Gaantig's 
sehr diinn, ania : a schwach, griin ope 
blaugriin tinn, samtig | sehr schwach amie ’ kraftig 
S gelb — farblos farblos . gelb farblos 
‘ _gelber Ring | gelbe F. A. ; - gelber Ring» ; 
Ban : ae Ko-bildgy. | ee 
oo prepped grau — ; aohwak griin griin 
a R. gelb, Ub. | leicht gelbe 
ta grau, stark BAe 
mes ere oe Ree Fah Ko-bildg. - graugriin, griine To.) 
en are eke schwach ” gamtig nung, samtig 
nregel- sh AeA P. D. dicht : 
Bi Ub. ‘grau F. A.gelb u.rosa} wei B-wollie 
und R. | Ko. D. blau- | P. D. hell, ee ech. P, Dine 
siv gelb | _ griin, | Fl. stark gelb|| Ko, blaugriin Fl. hell” Ko. griin 
pisch R. gelb Fl, hell f Fl. hell 
raunrot hell - gelb u. rosa hell hell gelb u. weilt 
braun. hell hell hell hell hell 
Re Roster aes Bare ci ON essay 
ein ~ nein nein nein nein nein 


= Fliissigkeit F 
: Nahrboden 


(im das Substrat) 


: Verfliissigung P.D, = Pilzdecke 


. A. = Farbstoffausscheidung W.B. = Wachstumsbild | 
So. M. = Sonstige Merkmale 


os 
ee 


1% 
me 
Ve 
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Farbstoffbildung. Dabei ist aber nur in einem einzigen Fall eine kleine ~ 
Uberlegenheit des Milchzuckers gegeniiber Glykose feststellbar. Das. 
von Delitsch an nur einem Stamm ermittelte Ergebnis darf daher nicht 
verallgemeinert werden. Sehr deutlich ist dagegen fast stets die Uber-_ 


. 
‘ 


legenheit der Milch hinsichtlich der Intensitait der Farbstoffbildung, 
worauf bereits Thom aufmerksam gemacht hatte. Ubrigens ergaben 
bereits Vorversuche, daB es mit Hilfe der Einsporen-Technik gelingt, 
aus farbstoff-bildenden Stimmen farblose Varianten herauszuziichten 
und umgekehrt. Hieriiber wird spiter noch im Zusammenhang zu be- 
richten sein. 


c) Zellinhaltstoffe. Bei P.chrysogenum wurden 1,6°/o Sterine im 
Trockenmyzel nachgewiesen "4. Bei P. cyaneo-fulvum wurden 0,38°/o Sterine, 
8,2%o Lipoide und 21,9°/o Rohprotein im Trockenmyzel aufgefunden*®, Wir 
selbst konnten bei P. cyaneo-fulvum in der Schiittelkultur*® 11,9°/o Fett und 
18,06°/o Rohprotein und bei Herabsetzung der Nahrsalzgabe auf die Halft 
20,8°/o Fett und 12,7°/o Rohprotein im Trockenmyzel ermitteln. : 


d) Enzymsystem, Glykose-aerodehydrase wird durch P. notatum 
Fleming in das Nihrmedium secerniert. wie von mehreren Autoren fest- 
gestellt werden konnte. Das als Flavoproteid anzusehende Ferment wurde 
auch als Notatin1? oder Penicillin B18 bezeichnet und ist wohl auch mit den 
gleichfalls aus P. notatum-Kulturen gewonnenen Penatin* identisch®®, sowie — 
mit der bereits seit langem bekannten Glykose-oxydase von Miiller™, 
Die mehr baktericide als bakteriostatische Wirkung dieser Substanz in_ 
Gegenwart von Glykose scheint hauptsichlich auf der Bildung von bio-— 
genem HeOz zu beruhen®*. — In P, chrysogenum ist gleichfalls Glykose 
aerodehydrase enthalten, die Glykose in Glykonsidure iiberfiihrt®. Ferner 
wurde in dem Pilz das Vorhandensein eines Isomerase-Systems wahrschein- 
lich gemacht, das Fructose, Galaktose und Mannose in Glykose iiberfiihrt. 
SchlieBlich lieBen sich in P. chrysogenum Saccharase, a- und £-Glykosidase — 
und Amylase nachweisen®. 2 


e) Penicillin. Die Bildung dieses bekannten Bakterienhemmstoffe 
durch P. notatum Fleming wurde bereits eingangs erwihnt. 


4 
14. M. Pruess, H. J. Gorcica u. H. C. Green, Biochem. Zs. 246, 407 jaa 
15 TL. M. Pruess, E. G, Eichinger u. W.-H. Peterson, Zbi. Bakteriol. Para- 

sitenkunde, Infektionskrankheiten II, 89, 370 (1934). 
16 Versuchsansatz: 1°/o Rohrzucker, 0,064 °/o Natriumnitrat, 0,025 °/o saures_ 

Kaliumphosphat und 0,025°/o Magnesiumsulfat. Vgl. dazu K, Bernhauer u 

J. Rauch, Biochem. Zs., im Druck. ' 4 
7 H. Raistrick u. Mitarbeiter, Nature (London) 150, 635 (1942). 
8 Doisy u. Mitarbeiter, J. biol, Chem. 147, 47 (1943), 148, 365 (1943). 

® Kocholaty, J. Bact..44, 142 (1942). 

© J. H. Birkinshaw u, H. Raistrick, J. Biol. Chem. 148, 459 (1943). 

*1 Vel. dazu J. Hirsch, Istambul Seririyati 25, Nr.8 (1943). 

> R. Westling, Arkiv f. Bot. 11, 1 (1911). 
0. J, Olsen Sopp, Videnskapsselshapets Skriften I. Mat.-Naturw: Kl. 

Nr. 11 (1912). 
** A. Fleming, Brit. Journ. of experiment. Path. 10, 226 (1929). 
a Deusen J. Path. Bact. 35, 381 (1932). 7 
*6 C’. Stapp u. H. Bortels, Zbl. Bakteriol, Parasit i — 

heiten I, 90° 28 (1980), enkunde, Infektionskrank 
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3. Kennzeichnung der einzelnen Reihen und Arten. 

Gemeinsame Merkmale der Radiata: Unter Beriick- 

sichtigung der von Thom10 und Biourge11 wiedergegebenen typischen 

Merkmale sowie vor allem der eigenen Erfahrungen mit iiber 90 selbst 

_ isolierten Radiata-Stimmen sind folgende mikroskopische -und makro- 
skopische Merkmale fiir die Radiata kennzeichnend: 

__ Charakteristisch fiir das mikroskopische Bild ist zunidchst 

der Aufbau und die Verzweigung des Konidientriigers, der wie auch 

_ sonst bei der Gruppe Asymmetricum aus mehreren Stockwerken be- 

steht, doch miissen nicht immer alle vorhanden sein. Alle Ver- 

_ zweigungen oder zumindest Teile derselben erfolgen asymmetrisch 

_ (zum Unterschied von der Gruppe Symmetricum, bei der der Konidien- 

trager. auBerdem nur aus zwei bis drei Stockwerken besteht). Das 

charakteristische mikroskopische Bild ist schematisch in Abb. 1 wieder- 

 gegeben. Manchmal ist bei den Radiata allerdings neben der be- 


Konidien 


——-- Rami 


Q\ N VZ | Ramuli 


Conidiophorus 


_Myzel 


! 


Abb. 1. Penicillium, Radiata-Gruppe, typisches mikroskopisches. Bild des Konidientragers. 


 schriebenen Anordnung auch nur ein Stockwerk ausgebildet, wie bei 
der Gruppe Monoverticillium. Fiir das Studium des LE Oe 
_ Bildes eignet sich sehr gut die Ziichtung der Pilze auf Czapek-t gar 
-(vgl. 8.61). Das mikroskopische Bild allein reicht zur Kinreihung rae 
Penicilliwun-Form in die Untersektion Radiata allerdings nicht aus, 


‘ stets ganz bestimmte Nihrbéden verwendet werden miissen, um einen 


wohl aber zur Kennzeichnung eines Pilzes als Vertreter der’ + Gr 
Asymmetricum. ; 


Asymmetricum eine samtige, wollige oder te oe Ausbildung | 
Kolonie zu beobachten. Die Untersektion Radiata gehért mu 
samtigen Arten (Sektion Velutina). ‘Typisch und namengebend ist fiir” 
dieselbe die Ausbildung von Radialfalten auf der Ober- oder Unterseite 
der Kolonie, vielfach auch auf beiden. Zur Feststellung der makro 
skopischen Merkmale der Kolonie dienen am besten der Normalnihr-- 
boden nach’ Sopp und der Asparagin-Agar nach Woeltje (vgl. S. 00). 4 


Gliederung der Radiata in Typenreihen und Be- 
stimmung der Arten. Es sei nachdriicklichst betont, daB zur 
mikroskopischen wie auch makroskopischen Kennzeichnung der Arten: 


Vergleich und damit eine einwandfreie Bestimmung zu erméglichen. 
Leider sind die Untersuchungen von Westling??, Sopp?3, Thom0 und 
Biourge11 immer wieder auf anderen Substraten durchgefiihrt, so daB 
ein unmittelbarer Vergleich schwierig ist. Sehr wichtig fiir die-Kenn- 
zeichnung der Arten ist sodann die Beriicksichtigung der Farben des 
Myzels; der Konidiendecke sowie der Unterseite der Kultur. Auch 
Farbstoffabscheidungen’ in das Substrat sind vielfach charakteristisch. 
Fiir diese Beobachtungen verwendet man zweckmaBigerweise Woeltjes 
Asparagin-Agar, Woeltjes Nihrlésung, sowie Ravin: Gelatine (Zu- 
sammensetzung vgl. 8.62). In manchen Fallen ist auch das Wachstums- __ 
bild in Milch, ma) angefeuchteten Brotbréseln, sowie auf Zellulose- 
streifen in physiologisch-saurer oder physiologisch- alkalischer Niihr- 
l6sung nach Stapp kennzeichnend, wobei in der Regel gelbe bis braune 
Verfirbungen verschiodenster Ténung auftreten. . e. 


ce a ee me 


Nach unseren Beobachtungen lassen sich nun die Vertreter | der 
Untersektion Radiata in einige Reihen gliedern, die durch gemeinsame 
mikroskopische und makroskopische Merkmale charakterisiert sind. 
Diese Gliederung ergibt sich zuniichst aus der Form der Sterigmen, wie 
aus der Abb. 2 ersichtlich ist. Die gemeinsamen mikroskopischen. Merk- | 


male sind in Tabelle I, die gemeinsamen makroskopischen Merkmaie — 


der einzelnen Reihen in den 
| Typica Baculata —Elliptica = Tabellen Ila und b angefiihrt. — 


. Ferner sind in den drei Tabellen — 
alle fiir die einzelnen_ Arten 
charakteristischen Merkmale in 


iibersichtlicher Form wiederge-_ 

Maxima Domestica geben, so daB eine Unterschei- 
/ dung ohne Schwierigkeiten még- 
, lich ist. Diese Tabellen kénnen 
daher auch als Schliissel Zur 
Bestimmung der angefiihrten 

Abb. 2. Penicillium, Formen der Sterigmen. Arten benutzt werden. 


D 


- 


% 
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-~ In den Zeichnungen der Abb. 3—6 sind einige typische Beispiele 
fiir die Anordnung der Konidientriiger, deren Verzweigung, das Aus- 


sehen der Sterigmen und andere mikroskopische Merkmale dargestellt. 
_ Auf die Beigabe von Farbaufnahmen muBfte verzichtet werden. 


“Abb. 3 Abb. 4 


Fe AG 


Abb. 5 ; Abb. 6 


Abb. 3 bis 6° Verschiedene Konidientriger bei Penicitlam. ¥ ; 


Es sei noch betont, da unsere Untersuchungen an eee geses 
Stimmen vorgenommen wurden, um den gemachten Beobachtungen 


: i ite dierung eine méglichste Sicher- 
 SchluBfolgerungen durch diese breite Fun g iss 7 
—heit und Beweigkratt zu verleihen. Im einzelnen wurden gepriift: 15 Stéimme 


P. chrysogenum Thom, 19 P. notatum Westl., 16 P. baculatum Westl., 11 P. 


 brunneo-rubrum Dierckx, 13 P.cyaneo-fulvum Biourge, 4 P. sda yi 
Dierckx, 8 P. citreo-roseum Dierckx, 3 P. chlorophaeum Biourge, ‘ 


ror Any? 
i i i mii 
virescens Bain und 1 P.meleagrinum Biourge, Dabei wurden naturgema 


60 A, Niethammer: 


mancherlei Stammesunterschiede beobachtet. Diese beziehen sich teils 
auf die mikroskopischen Merkmale, vor allem aber auf das Habitusbild. Des 
éfteren treten auch Ubergangsformen auf. Bei manchen Stammen ist es 
daher recht schwierig, eine endgiiltige Entscheidung iiber die Zugehdérig-_ 
keit zu einer bestimmten Art zu fillen. Dazu kommt, daB manche morpho- 
logischen wie auch physiologischen Merkmale einer starken Variabilitat 
unterliegen. Eine Klarung der zahlreichen noch offen gebliebenen Fragen — 
wire von breit angelegten Untersuchungen unter Beriicksichtigung physio- — 
logischer und genetischer Gesichtspunkte und unter Beniitzung der Ein- 
sporentechnik zu erwarten. 


Im folgenden werden noch die zur Unterscheidung der einzelnen 
Arten besonders typischen Merkmale zusammengefabt: ; 
Reihe Ty pica: 
P.chrysogenum Thom: Konidientrager oft mit einem Ansatz, 
der ein Monoverticillium trigt. Die Kolonie in Woeltje-Lisung besitz 
einen braunen Rand. * 
P.notatum Westl.: Unangenehmer Schimmelgeruch. 


Reihe Baculata: 

P.baculatum Westl.: Rand der Kolonie sehr deutlich und — 
regelmafig, angenehmer obstartiger Geruch der Kultur. 

P. brunneo-rubrum Dierckx: Radienbildung anfangs schwach, — 
spiiter mit sehr deutlicher Zonenbildung. 

P.cyaneo-fulvum _ Biourge: Weibe Myzeliiberwachsungen, 
Rand und Unterseite der Kolonie in Woeltje-Lisung intensiv gelb, 
Unterseite der Kolonie auf Raulin-Gelatine rotbraun ohne Radien. 

P.griseo-roseum Dierckx: Auf Brotbréseln  griin-graue 
Konidiendecke mit gelbem Rand, dichte Uberwachsungen, weif und 
grau. 

P.citreo-roseum Dierckx: Feine Faltelung der Unterseite 
auf Normalnihrboden. cK 


Reihe Elliptica: 

P.chlorophaeum Biourge: Im Anfangsstadium | schneeweife 
Myzel auf Normalniihrboden. : 

P.virescens Bain: Auf Normalnihrboden groBe ficherartige 
Faltung der graugriinen Konidiendecke. 

Reihe Maxima: 

P.meleagrinum Biourge: In der Konidiendecke Wechsel 
dunkel- und hellgriiner Zonen. 


Zur Typenreihe Baculata kiénnte auch P. Westlingi Zal. gestellt werden, 
das auf festen Substraten deutliche Radien bildet. 

Zur Typenreihe Elliptica gehért auch P. roseo-citreum Biourge, von dem 
wir aber keinen Stamm besafen, 

Gegebenenfalls kénnte als weitere Reihe der Typ Domestica angefiihrt — 
werden, der jene Arten enthalten wiirde, die nicht in der Natur vorkommen, 
sondern lediglich im Laboratorium erhiltlich sind. Zu diesem Typ kénnte % 
das P. rubrum Grabberger-Stoll eingereiht werden, das von Biourge™ zu den 
Radiata gestellt wird. Thom fiihrt es allerdings nicht an dieser Stelle — 
an. Ferner kénnte gegebenenfalls das P. notatum Fleming als Vertreter 


: 


i 
’ 


Ss 
— 


J ghey bane 


24 


« 
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dieser Reihe genannt werden, dessen Beschreibung bisher allerdings noch 
mangelhaft ist, so daB eine endgiiltige Kinreihung nicht méglich erscheint. 

P.rubrum Grafberger-Stoll. Das mikroskopische Bild bietet keine be- 
sonderen Anhaltspunkte. Die Kolonien sind sehr dicht samtig. Typisch fiir 
die Spezies ist die Absonderung eines roten, leicht diffundierenden Farb- 
stoffes. Ein derartiger Farbstoff ist bei den iibrigen Vertretern dieser Unter- 
sektion nicht zu beobachten. 

P.notatum Fleming*4, Eine genaue botanische Beschreibung des von 
Fleming isolierten Pilzes liegt nicht vor. Der Entdecker selbst bezeichnete 
ihn zunichst als P. rubrum Biourge (1929). Spiter (1932)25 wurde er als 
P. notatum Fleming charakterisiert. Die wenigen Beschreibungen, welche bei 


Fleming iiber diesen Pilz vorliegen, wollen wir zusammenfassen, Genaue 


feste Naihrbéden werden von dem Autor nicht angegeben. Es wird nur be- 
richtet, da rasch eine feste weiBe Masse gebildet wird, nach wenigen 


Tagen erscheinen die Konidien, welche erst dunkelgriin, dann schwarzgriin 


sind. Typisch ist die Absonderung eines gelb-roten Farbstoffes, der in das 
Substrat diffundiert. Méglicherweise ist der Pilz auf dem Nahrboden nach 
Sabaurand gezogen worden, welchen Fleming einmal erwihnt, ohne aber 
anzugeben, da sich seine Beschreibungen des Pilzes auf diesen Nihr- 
boden beziehen. Eine Temperatur von 20° ist vorteilhaft, 37° ist nicht 
giinstig. In Fleischbriihe bildet der Pilz nach dem gleichen Autor zuerst 
ein diinnes Myzel, dann setzt starke Faltenbildung ein. Die Fleischbriihe 
wird gelb verfarbt. Die verbrauchte Nahrlésung ist alkalisch, p, etwa 


8,5—9. Die von Fleming gegebene Beschreibung seines Pilzes paBt auf keine 


der yon uns isolierten Arten. 


4. Beschreibung der Versuche (Methoden). 
Isolierung der Organismen: Diese erfolgt aus dem Erdreich 
sowie dem Nektar verschiedener Bliiten. Die steril entnommenen Erdproben 
werden in sterilen Glasréhrchen in das Laboratorium gebracht, in Ver- 
diinnungen 1:100 mit sterilem destilliertem Wasser aufgeschwemmt und 
in Petrischalen mit Bierwiirze-Agar (4° Ball.) und in Réhrchen mit Zellulose- 
streifen, die mit einer anorganischen Nahrlisung nach Stapp (siehe unten) | 


" angefeuchtet waren, iibertragen. Der Nektar wurde auf dem Standort der 


Pflanzen mit sterilen Kapillaren entnommen und hier direkt auf Bierwiirze- 
Agar in Proberéhrchen iiberfiihrt. So wurden die Rohkulturen gewonnen. 
Reinziichtung der Organismen: Diese erfolgte vorwiegend auf 


| Asparagin-Agar und Normalboden in Petrischalen. 


Erhaltung der Kulturen: Fiir diese Zwecke eignen sich Karotten- 
stiicke, welche man in Proberéhrchen einfiihrt, ausgezeichnet. Die Staémme 
bleiben mindestens ein halbes Jahr frisch und gesund. Die Kulturen auf 
Zellulosestreifen ertragen desgleichen ein Eintrocknen und bewahren 10—12 
Monate ihre Lebenskraft. 

Nahrbéden zur Bestimmung der Arten (vgl. Tab. I, Ha 
Ib): oe 
a 0,3°/o Natriumnitrat, 0,1°/o saures Kaliumphosphat, 0,05 ih 
Magnesiumsulfat, 0,05. Kaliumchlorid, 0,001 %%o Eisensulfat, 3/0 Rohr- 


_gucker, 1,5°%o Agar-Agar in Leitungswasser. 


- Normalboden Sopp: Neutrale Fleisch-Peptonlésung, 3°/o Glycerin, 3°/o 


- Rohrzucker ,10%o Gelatine oder 2°/o Agar in Leitungswasser. 


7 a ‘ DF 0/ 
Asparagin-Agar: 1°/o Asparagin, 0,59/o saures Kaliumphosphat, 0,25 °/o 
Magnesiumsulfat, 7,5°/o Saccharose, 2°/o Agar in Leitungswasser. 


‘Leitungswasser auf 800—900 ccm ‘auffiillen. Zu der fertigen Lisung 2f 


62 A. Niethammer: 
Milchadhrhodent 20 cem Magermilch, in 100 ccm fassenden Brlen 
K6lbchen. vi 
Zellulose-Substrat sauer: Diinne Streifen von Sulfit-Zellulose in Prob e 
rohrchen eingefiihrt, in halber Héhe der Zellulosestreifen versetzt mit de 
physiologisch sauren Nahrlésung nach Stapp?6: 0,05°/o Ammoniumsulfa' 
6,025 °/o saures Kaliumphosphat, —0,01 °/o Magnesiumsulfat in destilliorte mw 
Wasser; p,, mit Schwefelsiure auf etwa 6 eingestellt. ss 
Zellulose-Substrat alkalisch: Anordnung wie vorher, aber mit ph 
logisch alkalischer Nahrlésung: 0,05°/o Natriumnitrat, 0,05 %o saures Kalit m 
phosphat, 0,025 °/o Magnesiumsulfat in destilliertem Wasser. - aE 
Brotnahrboden: Angefeuchtete Schwarzbrotbrosel in diinner Schicht i in 
100 ccm fassenden Erlenmeyer-Kélbchen. | 
Kartoffelscheiben: Sauber gewaschene und geschilite Kartoffel 1s 
Scheiben geschnitten und in Petrischalen gelegt. P 
V oeltjé-Asparagin - Losung: Wie Asparagin-Agar, © aber | Ghar 
Zusatz; 20 ccm Lésung in 100 ecm Erlenmeyer-Kélbchen. . 3 ‘ 
Raulin- Gelatine: Diese besteht aus zwei Lésungen, Lésung 1: 
Magnesiumkarbonat, 0,71 ¢ Weinsiure mit destilliertem Wasser auf 100 
auffiillen. Lésung 2: 46,6g¢ Rohrzucker, 2,66 ¢ Ammonnitrat, 0,4 g D 
monphosphat, 0,16g¢ Ammonsulfat, 0,04 ¢ Zinksulfat, 0,04 ¢ Eisensulfat | 


man 66ccm der Lésung 1 hinzu. 
Versuchsdur ehfihr ung: erfolgte in einer Girkammer von 
im Dunkeln. : al eee 


Zusammenfassung. _ Reset 

Es wird tiber die Verbreitung und iiber die Ganicineshatent : 
Untersektion Radiata der Pilzgattung Penicillium in der Natur be- 
richtet. Be: 
Ihre typischen Merkmale auf genau bekannten, leicht reproduzie r- 
baren Nahrbéden werden beschrieben und zu einem Bestimmungs 1 
schliissel zusammengefaBt. Es wird Kore die siesta! 3 in Typen- | 
reihen zu gliedern. 


F ) 
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(Aus dem Botanischen Institut der Universitit Miinster.)” 


Dher die Ernihrungs- und NVacheenmctaktcnen 
der Nitrifikationsbakterien. 


Von 


; H. Bomeke.. 
a (Mit 3 Textabbildungen, 
(Eingegangen am 4. Oktober 1946.) 


Die vorliegende Abhandlung ist als Einleitung zu einer Reihe von 
- Arbeiten iiber die Nitriplationsbakicrien gedacht. In einer friiheren 
_ Veréffentlichung (1939) habe ich bereits Angaben tiber das Vorhanden- 
- Sein eines dissimilatorischen Stoffwechsels dieser Autotrophen gemacht. 
_ Bisher wurde nimlich behauptet, daB sie auBer der NH;- bzw. NO.- 
-Oxydation tiber keinen oxydativen Stoffwechsel verfiigen. Darum wurde 
die Oxydation des Ammoniaks bzw. des Nitrits fullschlicherweise als 
eine ,,anorganische Atmung“ hingestellt. In den folgenden Veréffent- 
lichungen wird nachgewiesen werden, da auch nach beendeter Nitri- 
- fikation noch ein oxydativer Vorgang in bzw. an der hungernden Nitri- 
_ fikantenzelle sich abspielt. Bei fon Vorarbeiten mute eine Anzahl von 
_ Versuchen durchgefiihrt werden, die unsere Vorstellung iiber die auto- 
_ trophen Nitrifikationsorganismen abrunden. In der vorliegenden Arbeit 
sind vor allem die Ernahrungs- und Wachstumsverhiiltnisse zweier 
_ Nitrit- und eines. Nitratbildner-Stammes zusammengestellt. Bevor ich 
die einzelnen Versuchsergebnisse bespreche, bringe ich einen allge- 
_ mein-methodischen Teil, der in der Folge fiir ale meine Arbeiten liber 
Nitrifikationsbakterien elt. 


; Allgemein-methodischer Teil. 

_ Die von mir fiir gewéhnlich verwendeten Nitrifikationsnahrlosungen 
hatten folgende Zusammensetzung je 1 Liter: 
‘ a) Nitritbildner: 2,0 g (NHs)2S 0s; 0,5 g KeHP Os; 0,5 ¢ MgSOs. 7H20; 
ig FeSOs . 7H20; 60g CaCOs; py =7,3—7,4. — b) Nitratbildner: 4,0 ¢ 
Na NO»; 0,5 g KsHP Ou; 0,5 ¢ Me SO _7H,O; 0. g-FeSOs. 7H20; 1,0¢ 
CaCOs; pu = 7,2—7,3. 
Die obigen’ Nahrlésungen bezeichne ich in der. Folge als die iiblichen; 
andere werden eigens angefiihrt. Die Nihrsalze wurden in der Regel — so- 
weit die .Versuchsanordnung es zulieS — in Leitungswasser gelost. Das 
_ Leitungswasser enthielt u. a, Sulfate, war arm an Eisen, dagegen reich ax 

‘Chlor und Calcium und hatte eine schwach alkalische Reaktion (pu = = ca 7,2 

‘Der Trockenriickstand betrug nach einer friiheren Bestimmung 585 ee 
der Gliihriickstand 178 me/Liter. 
: Die benutzten Chemikalien waren ausnahmslos pro analysi und die rein- 
-sten, die ich von Merck, Schering u. a. erhalten konnte. — Die im Versuch 


verwendeten Kuiturgefaif®e waren aus Jenaer Glas. 


Re ae ee rate 
xs 


. diese Methode insofern von der friiher (1939) bereits von mir beschriebeneu 
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Sterilisiert wurde die anorganische Nahrlésung im Autoklayen— 
1/2 Stunde bei 1 Atm. Durch die Sterilisation verlor die iibliche Nahrlésung 
fiir den Nitritbildner etwa 5°/o N. Wahrend des 3—4 wichigen Verweilens der _ 
Kulturen im Brutschrank verschwanden je nach der H-lonenkonzentration 
weitere 7—13°/o N, so daf mit rund 12—18°/o N-Verlust wihrend der Kultur 
des Nitritbildners zu rechnen ist. Der N-Verlust der nitrithaltigen Nitro 
bakter-Néhrldsung war <1°/o und kann daher vernachlissigt werden. 

Die Beimpfung erfolgte 1—3 Tage nach der Sterilisation der Nahrlésung. — 
Nach der Beimpfung standen die Kulturen ca.3—4 Wochen in elektrisch — 
heizbaren Brutschriinken bei einer Temperatur zwischen 35 und 37°C.” 

Die Priifung auf Nitrifikation erfolgte zur groben Orientierung quali- 
tativ mittels Tiipfelmethode. Bei der Ammoniak- und Nitratbestimmung war 


abgeiindert, daf statt der Glasscheibe mit Papierstiickchen eine Porzellan-_ 
platte mit Mulden genommen wurde, in die je 1 Tropfen NeBlerreagens bzw. _ 
Diphenylaminschwefelsiiure gegeben wurde. Mit der Impfése brachte ich ein 
wenig von der zu untersuchenden Fliissigkeit an das Reagens. Zeigte sich an . 
der Beriihrungsstelle keine Verfirbung bzw. eine Blaufirbung, so galt die 
Liésung als NHs-frei bzw. N Os-haltig. Nitrit stellte ich mit dem /-Naphthol. 
reagens nach Riegler!1 fest. : 
Wenn 3—4 Wochen nach der Beimpfung in der Kulturlésung des Nitri¢. 
bildners kein Nitrit festzustellen war, so wurde keine Nitrifikation ver- 
zeichnet. War Nitrit vorhanden, so priifte ich mit dem NefSlerreagens auf 
Ammoniak. Zeigte sich die Kultur N Ha-frei, so galt sie als ausnitrifiziert, im | 
anderen Falle bestimmte ich quantitativ das produzierte Nitrit. Beim N?trit 
bildner priifte ich die Kulturlésung zunichst ebenfalls mit dem Riegler- — 
reagens anf Nitrit. Wurde sie NOo-frei gefunden, galt die Nitrifikation als 
beendet, sonst bestimmte ich wie beim Nitritbildner das noch vorhandene 
Nitrit quantitativ, ; i ma 
Gelegentlich machte ich auch quantitative Ammoniak-. 
bestimmungen nach der Mikrokjeldahl-Methode. Ausfiihrung: 10 cem 
der (N Hs)2S Os-haltigen Nihrlésung wurden in einen Destillationskolben aus_ 
Quarz gefiillt, an die Apparatur angeschlossen und durch Zugabe einige 
Tropfen konzentrierter Lauge stirker alkalisch gemacht. Durch strémenden 
Wasserdampf wurde das Ammoniak aus der Nihrlésung ausgetrieben und — 
innerhalb 6 Minuten in n/10 HCl destilliert und gegen n/10 KOH titriert. 
Als Indikator diente ein rot-griiner Mischindikator (Methylrot — Methyle 
blau). ; 
Die quantitative Nitritbestimmung erfolgte kolorimetrisch mit 
dem Rieglerreagens am Photometer von Zeif, Jena. Als Farbfilter benutzte 
ich das Griinfilter ,S8 53, welches mit der roten Aralysenlisung gute Farb-— 
kontraste liefert. Als Kiivette hat sich die von 30mm Linge am besten be- 
wihrt. Die Eichkurve wurde nicht von einer reinen NaNOz-Lésung in aqua’ 
dest. aufgenommen, sondern mit der iiblichen NaN O2-haltigen Nihrlésung 
fiir den Nitratbildner. Es hatte sich niimlich im Laufe der Vorarbeit heraus- 
gestellt, daB sich beide Kurven nicht vollstindig deckten, Ich halte es daher 
fiir angebracht, an dieser Stelle kurz auf einige diesbeziigliche Fehlerquellen 
bei der Nitritbestimmung hinzuweisen. 4 
Am Stufenphotometer ist bekanntlich nur ein begraniter, Konstiil 
trationsbereich genau ablesbar. Man mu®B daher vor dem Zusatz der Reagen- 


1 Angaben iiber die Herstellung dieses Reagens: siehe Hevbiilt iol 


S. 403. : 
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tien in der Regel die Kulturtliissigkeit verdiinnen. Ferner diirfen keine 
groBeren Mengen Kolloide in der Lésung vorhanden sein, weil sie bei der 
Bildung des roten Farbstoffes stéren. Daher verdiinnte ich zundichst in einem 
3 100 ecm-MeBkélbchen die zu bestimmende Kulturfliissigkeit — es waren 
| mneistens 1—10 cem — mit etwa 70—80 ccm Wasser, machte die Lésung mit 
| 0,5 cem n/2 NaOH stirker alkalisch und fiillte auf 100 cem auf. Der ent- 
_Standene Niederschlag wurde abfiltriert; von dem klaren Filtrat wurden 
10cem in einen 1-Liter-MeBkolben pipettiert, der vor Zusatz der Reagen- 
tien zu 3/4 mit Wasser gefiillt wurde. Jetzt erst setzte ich die Reagentien zu: 
teem Rieglerreagens, 1cem 7,5%ige HCl, 1ccm 15 %oige NHsOH. Nach 
jeder Zugabe eines Reagens ist kurzes, kriiftiges Umschiitteln der Lésung 
erforderlich. Darauf wird der MeBkolben bis zur Marke gefillt, und die 
Nitritbestimmung kann erfolgen. 
: Nitrate bestimmte ich nicht quantitativ. 
is Die Wasserstoffionenkonzentration wurde am _ pu-Apparat 
der Firma P. Altmann, Berlin, ionometrisch mittels Chinhydron-Elektrode ge- 
_messen. Fiir eine Messung nahm ich méglichst 10 ccm Fliissigkeit. Die 
Lésung wurde eine Minute mit Chinhydron geschiittelt, der pu-Wert darauf 
sofort’ bestimmt. Temperaturkorrekturen wurden nicht vorgenommen, weil 
die Lésungen bei Zimmertemperatur, meist zwischen 18—20° C gemessen 
wurden. : 

Als Teste auf Reinheit der Kulturen verwendete ich folgende N&hr- 
_lésungen bzw. -béden: a) Hefewasser: 25—30 g¢ frischer Bdéckerhefe wurden 
“mit 1 Liter Leitungswasser in einem Dampftopf kurz (10 Min.) aufgekocht, 
die tiberstehende Fliissigkeit kalt dekantiert und zur weiteren Klarung zen- 
_trifugiert. Die so erhaltene wasserklare Lésung wurde in Reagensgliser ge- 
—fiillt und sterilisiert..Trat nach dem Sterilisieren nochmals eine leichte 

‘Triibung auf, so lieB ich diese sich absetzen. Nach einigen Tagen waren die 
Rohbrchen dann véllig klar und fiir die Beimpfung brauchbar (pq ca. 7,2). — 
b) Naihrbouillon: 10g Liebigs Fleischextrakt, 10g Pepton (Witte) und 
5e@ NaCl wurden mit 1 Liter Leitungswasser aufgekocht, hei neutralisiert 
“mit n-NaOH (Indikator: Phenolphthalein), abfiltriert und dann in Reagens- 
elaisern sterilisiert. Die Reaktion wechselte zwischen pu7 und 8. — c) Nahr- 
agar: Die obige Nahrbouillon mit emem Zusatz von 15g Agar ergab den 
Nahragar (pu ca. 7,5). — d) Malzextraktagar: Eine 5%ige, nicht neutra- 
lisierte Lésung von Malzextrakt mit einem Zusatz von 1,5°/o Agar bildete den 
‘sauer reagierenden Malzextraktagar- (pH ca. 6). — e) Nahrgelatine: Die 
Nihrbouillon mit einem 20°/oigen Gelatinezusatz lieferte die Nahrgelatine 
(pu ea. 7,5—7,8). 

Die fliissigen Niahrlésungen, Hefewasser und Bouillon, wurden fiir ge- 
“wihnlich benutzt: von Zeit zu Zeit impfte ich auch auf feste Nahrboden, — 
Die Sterilisation der Testlésungen bzw. -béden erfolgte mit Aus- 
nahme der Nihrgelatine im Autoklaven wahrend 1/2 Stunde bei 1/2 Atm. Die 
Nihrgelatine wurde in strémendem Dampf an 3 aufeinanderfolgenden Tagen 
je 15 Minuten sterilisiert. spec 
Die Versuche sind mit 4 Nitrifikanten-Stimmen — 2 Nitritbildner- 
Stammen, welche die Nummern 32 und 44 bekommen. hatten, und 2 Nitrat- 
bildner-Stimmen mit der Bezeichnung 14 und M — durchgefiihrt worden: 
Von diesen sind die 3 ersten (32, 44, 14) Reinkulturen, wihrend der Stamm 
W trotz 6jihriger Kultur von der ihm anhaftenden Begleitorganismen nicht 

Defreit werden konnte. Der letztere wird nur in ganz seltenen’ Fallen rae 
gleichsweise herangezogen. — Die Stimme 44 und 14 waren seinerzeit In 


5 
Archiv fiir Mikrobiologie. Bd. 14. 5 
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wurden stets auf NaNO: bra or Sits 


‘impfung erfolgte mit ciner kleinen Platinése, die Kultur bei 35°C. Wo. 


i ete 
Berlin von Herrn Prof. Dr, Engel wid Herrn Dr. Skallau mit der von ihn 
gemeinsam ausgearbeiteten Verdiinnungsmethode (1941) isoliert. un n 
freundlicherweise zur Verfiigung gestellt worden. Fiir die Uberlassung | 
Stimme michte ich an dieser Stelle beiden Herren meinen verbindli 
Dank aussprechen. Den Nitrosomonas-Stamm 32 habe ich selbst vor einig 
Jahren nach dem gleichen Verdiinnungsverfahren aus einer Komposterde | d 
Botanischen Gartens zu Miinster in Reinkultur gebracht. Aus gleichem B 
stammte auch der Nitratbildnerstamm M, - 
Die Angaben iiber die Salzmengen in den Kopfstiicken der Tabe 
sind auf 1 Liter berechnet. Als positive Nitrifikation bezeichne ich die 
bildung beim Nitritbildner und den Nitritschwund beim Nitratbildner, | 
Tabellen habe ich fiir positive Reaktion die Zeichen: +, 100°%/o b 
(lebend), fiir negative: —, 0°/o bzw. T (tot) gewahlt. Die Nitritmer 


wee 


; Vermichtermemnenes eae: = 
1. Die Nihrsalze (Tab. I). seg a 


Zuniichst suchte ich nach der giinstigsten Nihrlésung, “die bei 
optimalem Bakterienwachstum den geringsten Bodensatz besaB- u 
die beste Ausbeute an Bakterienmasse ergab. Hierzu priifte ich, wel 
Nihrsalze unbedingt erforderlich sind. 


z. 


_* A ¢ 
Wahrend Ache adsky - (1906) und in juingster Zeit auch Boltjes (19 


da es ohne merkliche Nachteile fiir den Nitrifikationsablauf fehlen ka: 
Die Angaben von Engel konnte ich in meiner Untersuchung (1939) | 
statigen. Die Notwendigkeit eines Eisenzusatzes zur Nahrlésung vy 
ebenfalls umstritten.- So behauptete Winogradsky, ein Zusatz von 0, 


Fe S O,/Liter fordere den Nitrifikationsvorgang wesentlich. Meyerhof (1916 
dagegen gab kein zusitzliches Eisensalz zu seinen Nitrifikantenkulturen 1 
der Bemerkung, Eisen sei selbst in den reinsten Chemikalien immer neck 
geniigender Menge als Verunreinigung vorhanden, um den normalen Abla 


- der Nitrifikation zu gewihrleisten.. zt a t 


Um festzustellen, welche Salze schon’ durch das LoitmmgWasne all 
ersetzt wiirden, fiigte ich 3 Reihen mit Leitungswasser dem Versuch at. 
200 ecm fassenden “Kulturkolben wurden zunichst durch eine 3-wiéchige Ei 
wirkung von Chromschwefelsiiure gereinigt, darauf mit Leitungswasser _ 
spiilt und — der Verwendung im Versuch entsprechend — iiber einen T 
in Leitungs-, einfach bzw. doppelt destilliertes Wasser gelegt, am folgenden 
Tago nochmals sorefaltig gespiilt und mit Niahrlésung gefiillt. Ihre — 


Tiipfelmethode kein eindeutiges Ergebnis gezeigt tratte, wurde die oe 
bestimmung quantitativ am Photometer ausgefiihri. Die Werte sind in der > 
Tabelle I niedergelegt. ; a 
a) Nitratbildner. , : 
Leitungswasser?: Die 1. Reihe enthielt alle 5 Nahrsalze | 
und diente als Kontrolle. Bei giinstigem Py Wert beobachten wir in 


< 
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‘ Die wichtigsten Bestandteile des Leitungswassers s. S. 63. 
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simtlichen Kulturen gutes Wachstum mit ungestért verlaufender Nitri-— 
fikation. In der Nihrlésung der 2. Reihe fehlten Eisensulfat und — 
Calciumkarbonat. Die NO,-Oxydation ging in dieser, Reihe ebenfalls 
ohne merkliche Stérungen zu Ende. Das fehlende Eisen und Calcium — 
lieferte anscheinend das Leitungswasser in geniigender Menge. Die 
Nihrlésung der 3. Reilve enthielt nur die beiden Salze Na NO- und 

K;HPO,. Diese geniigen offenbar nicht zum Aufbau neuer Nitrobacter-_ 
Zellen. In simtlichen Kolben blieb die Nitrifikation ginzlich aus. Da 
in Leitungswasser geniigend Schwefel fiir den Aufbau der EiweiB-_ 
molekiile vorhanden gewesen sein diirfte, ist die Ursache fiir das Aus-_ 
bleiben der Nitrifikation vermutlich auf Mg-Mangel zuriickzufiihren. 


Einfach destilliertes Wasser. Die 4. Reihe gilt als” 
Kontrolle zu der Gruppe mit destilliertem Wasser. Die Kulturlésung 
enthilt die angegebenen 5 Nihrsalze (s. Tab. 1). Die Nitrifikation ver-_ 
liuft immerhin noch leidlich, wenn auch die letzten Spuren Nitrit (etwa _ 
19/9) nicht in der tiblichen Frist von 3—4 Wochen oxydiert wurden. 

- Die 5. Reihe (—S0O/) hatte bis auf die Sulfate, die durch-die— 
entsprechenden Chloride ersetzt wurden, die gleichen Salze wie die 
Kulturlésung der 4. Reihe erhalten. Abgesehen von geringfiigigen Hem-_ 
mungen ist das gebotene Nitrit in der gegebenen Zeit oxydiert worden 
_ Hiermit diirfte auch der Beweis erbracht sein, da8 in der 3. Reihe nicht — 
aus Sulfat-Mangel die Nitratbildung unterblieben ist. Die leichte Hem-_ 
mung deutet daraufhin, daf entweder der Schwefel als Minimumfaktor 
aufgetreten ist oder das Chlor schiidlich gewirkt hat. 

Die Nahrlésung der 6. Reihe (—CO%) enthielt mit Ausnahme 
des Ca- Karbonats, das durch Ca-Sulfat ersetzt wurde, die gleichen Salze 
wie die Kulturlésung der 4. Reihe. In dieser Kulturtlissigkeit trat eine 
auffallende Verschlechterung der Nitrifikation ein. Kaum die Hiilfte 
des Nitrits ist in dem vorgesehenen Zeitraum verarbeitet worden. Diese 
Hemmung diirfte auf CO. Mangel zuriickzufiihren sein, da die H-Ionen- _ 
konzentration optimal war und Calcium und die iibrigen Elemente 
Geniige vorhanden waren. Das Fehlen des Karbonats wirkt sich dem: 
nach weit ungiinstiger aus als der Sulfatmangel. : 

In der 7. Reihe (—Ca*) habe ich die Wirkung des Ca- Mangal ; 
auf den Nitrifikationsverlauf des Nitratbildners gepriift. Das CaCO; 
wurde in dieser Reihe durch NallC Os ausgetauscht; im iibrigen waren 
die Nihrsalze die gleichen wie in der 4. Reihe. Die Kulturlésung ent- 
hielt jetzt zwar geniigend geléste Kohlensiiure, war aber weitgehend 
Ca-frei. Nur Spuren von Calcium, die mit der Impfnadel iibertragen 
werden, konnten den Nitrobacter-Zellen zur Verfiigung stehen. Wen 
auch der pu-Wert etwas hoch liegt, so ist er doch keineswegs zu hoch. 
Trotzdem wird diese Nihrlésung schlecht nitrifiziert. Fiir das Versagen 
der Nitrifikation kann Ca- Mangel verantwortlich gemacht werden. 
Offensichtlich bendtigen die Nitrobacter- Zellen Galeton zu ihrem nor: » 

malen Gedeihen. Als Puffer zur Herstellung einer neutralen Reaktion | 


ist Ca-Karbonat nicht notwendig, da bekanntlich bei der Nitritoxyda- 
tion keine merkliche Zunahme der H-Ionen eintritt. 


Ye ak 
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In der 8. Reihe (—K°) wurde das K,HPO, gegen Na,H PO, 
ausgewechselt. In dieser Reihe nitrifizierten die Nitratbildner fast noch 
besser als in der 4. Alle Kulturkolben waren am Schlu® des Versuchs 
vollig nitritfrei. Da& die Nitratbakterien giinzlich ohne Kalium aus- 
kommen, ist wohl. nicht anzunehmen. Vielleicht ist mit der Impfése 
oder durch das NaN O,, welches méglicherweise nicht ganz K-frei war, 
geniigend Kalium in die Lésung gelangt; auch das Jenaerglas kann als 

_K-Spender gedient haben. Um das Kaliumbediirfnis einwandfrei nach- 
zuweisen, bedarf es subtilerer Untersuchungsmethoden (z. B. gereinigtes 
NaNO,, Quarzkolben, wiederholte Abimpfungen von Kulturen ohne 
Kaliumzusatz .usw.). 


Das Phosphorbediirfnis der Nitrobacter-Zellen konnte leichter nach- 
gewiesen werden, wie die-9. Reihe (—POs’) zeigt. Das K,HPO, 
war durch K.S O, ersetzt. Kalium- und Sulfationen sind bestimmt nicht 
schadlich fiir die Nitratbildner und doch beobachten wir in dieser Reihe 
in keinem der Kulturkélbchen auch nur die geringste Andeutung einer 
Nitrifikation. Wir miissen daher annehmen, dafi die Nihrlésung weit- 
gehend PO;'-frei war und daB fiir den Aufbau der Bakterienzellen 

_ gréBere Mengen P gebraucht werden. 


Doppelt destilliertes Wasser. In der 10. Reihe- 
- (— Mg") wurde das MgSO, fortgelassen. Durch das noch vorhandene 
FeSO, blieben sicherlich geniigend SO,-Ionen fiir den Zellaufbau in 

der Nahrlésung. Das Versuchsergebnis ist auffallend. Auch nicht eine 

einzige Kultur nitrifizierte. Diese Versuchsreihe unterstreicht die grofe 

Bedeutung des Magnesiums fiir die Ernihrung des Nitratbildners bzw. 

den Nitrifikationsablauf (vgl. 3.Reihe). Lagt man dagegen an Stelle 

des Magnesiumsulfates das Eisensulfat weg, so ist nur eine gering- 

_fiigige Stérung im NitrifikationsprozeB wahrzunehmen, wie aus der 

11. Reihe (—Fe’,) ersichtlich ist. Das dargebotene Nitrit wird ‘hn- 

lich wie bei Sulfatmangel noch zum allergréBten Teil oxydiert. Spuren 
yon Eisen gentigen offenbar den Bakterien zur Ausfiihrung ihres ge- 

samten Stoffwechsels. 


i In der 12. Reihe (—CaCO,) versagt die Nitrifikation ebenso 
_ vollstindig wie bei Mg-Mangel, obwohl der Reaktion der Kulturlosung 
nach, (py = 7,45) nitrifiziert werden miif®te. Wie die 7. Reihe zeigt, hbe- 
ginnt die NO.-Oxydation auch ohne Ca-Zusatz. Die Spuren des Cal- 
-ciums, die mit der Impfise von der Mutterkultur tibertragen wurden, 
-scheinen fiir den Zellaufbau, zumindest eines Teiles der Bakterien, zu 
geniigen. Wenn also Ca-Mangel die einzige Ursache fiir die gestorte 
Nitrifikation gewesen wire, hitte sie wenigstens beginnen miissen. Kine 
mit einfach destilliertem Wasser angesetzte Ca-haltige und CO,-freie 
-Nihrlésung wurde in der iiblichen Zeit ebenfalls zur Halfte nitrifiziert, 
wie die 6. Reihe zeigte. Die Ursache fiir villiges Versagen der Nitrifi- 
kation in der 12. Reihe kann somit nur in gleichzeitiger Abwesenheit 
von Calcium und Karbonat in Gegenwart von doppelt destilliertem 


Wasser zu suchen sein. 
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- bildner ist bekannt. Daher habe ich nur noch Eisen und Magnesium in 
' die Untersuchung einbezogen. 


H. Bomeke: 
b) Nitritbildner. 5 ae 

_Fiir die Untersuchung der Nitritbildner-Stimme eenage i¢ 
nur doppelt destilliertes Wasser. Vom Ammonsulfat abgesehen, w 
die Nihrsalze aus denselben Vorratsflaschen wie fiir die Untersuchu 
iiber den Nitratbildner genommen. Auch im iibrigen ee die i! 
turen in gleicher Weise behandelt. 

Nach den Ergebnissen tiber den Nitratbildner schien es mir 
notwendig, nochmals dieselben umfangreichen Versuche mit dem Nit 
bildner zu wiederholen. Denn ohne Ammonsalz geht die Nitrifikation 
nicht, ebenso wenig ohne Phosphat. Wegen der starken Siurebildung 
wihrend des Nitrifikationsvorganges ist unbedingt ein Karbonatpuf: 
notwendig. Phosphate puffern zu wenig, wie friihere, hier nicht al 
gefiihrte Versuche gezeigt haben. Ammonsulfat durch NH,Cl zu er- 
setzen, bewirkt schon eine Hemmung, wie an anderer Stelle dieser 
‘Arbeit noch berichtet wird. Kalium wiirde in geniigender Menge héchst- 
wahrscheinlich aus dem Glas entnommen. Das Ca-Bediirfnis der Nitrit- 

rahi: 

Der Stamm 44 gedeiht ohne zusitzliches Eisen fast ebenso gut ¥ ie 
der Nitratbildner. Dagegen ist ein Zusatz von Magnesium unbedingt 
erforderlich. Bei Zugabe beider Elemente. trat nach einem hier nicht 
angefiihrten Versuch keine -wesentliche Verbesserung in der Ammoni 
oxydation ein. Bald férderte MgSO, allein, bald wirkte- die Gegenw 
beider Salze (FeSO, + MgS0O,) besser. Doch schien auch diese Nahr 
lésung noch nicht optimal zu sein. Erst Leitungswasser statt aqua 
bidest. bringt, wie wiederholt bestitigt, eine normale Nitrifikation | es 
stande. 

Ahnlich verhalt sich auch der Stamm 32, jedoch mit dem Une 
schied, daB er in doppelt destilliertem Wasser noch stirker unte 
Mangelerscheinungen leidet. Eisen- und Magnesiummangel perineal 
jedes fiir sich schon vollstindige Hemmung der NH,-Oxydation. Selbst 
in Gegenwart siimtlicher 5 Nihrsalze kriinkeln die Kulturen, wie e ; 
hier nicht angefiihrte Untersuchung gezeigt hat. Erst Leitungswasser ; 
schafft auch fiir den Stamm 32 optimale Lebensbedingungen. 

Aus den obigen Versuchsergebnissen kénnen wir den SchluB ziehen 1 
da®B siimtliche 5 Salze, teilweise wohl nur in Spuren, fiir beide. Nitrifi- 
kantengruppen unbedingt notwendig sind. Das Ergebnis ist also kurz 
folgendes: Héchstwahrscheinlich geniigen fiir den normalen “Ablaut der 
Nitrifikation Spuren von Eisen ned Kaltunk Ersteres wirkt offenbar 
nur als Katalyt im Enzymsystem. Der Versuch mit Kalium diirfte nicht 
ganz einwandfrei sein. Sulfationen scheinen ebenfalls nur in duBerst 
geringen Mengen benétigt zu werden. Kine deutliche Stérung macht 
sich erst beim Fehlen von Ca und Karbonat bemerkbar. Das Calcium 
scheint nicht nur als Puffer zur Erhaltung der alkalischen Reaktion 
zu dienen. Is diirfte vielmehr am Aufbau der Zellen beteiligt sein, 
kénnte allerdings auch als Antagonist zum Mg notwendig sein. Die 
groBe Bedeutung des Karbonats kann wohl darin gesehen werden, dai 
es als CO;-Quelle dient. Lebensnotwendig sind vor allem das Magne- 
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sium und das Phosphat. Beide mitissen in gréBeren Mengen vorhanden 
“sein, wenn eine Nitrifikation erfolgen soll. Fiir die Unentbehrlichkeit 
des Magnesiums auch im Stoffwechsel nicht griiner Pflanzen diirfte der 
Beweis bereits erbracht sein. Es soll beim Kohlenhydratabbau als Be- 
 Standteil eines Fermentes (Schumacher 1944) eine gewisse Rolle spielen. 

Durch diese Feststellung wiire ein dissimilatorischer Stoffwechsel in 
den Nitrifikantenzellen such aus der Unentbehrlichkeit des Magnesiums 
abzuleiten. Das Phosphat diirfte in erster Linie am Aufbau der Phos- 

_phatide und Abbau von Zuckern beteiligt sein. Man kénnte allerdings 
-auch dabei an nukleoproteidihnliche KiweiBverbindungen denken, die 
dann auf das Vorhandensein von ra en im Bakterienkurpes 
hindeuten. 


2. Maximele Stickstoffgaben. 


Weil ich fiir meine spaiteren Untersuchungen stark Sherali sneeie 
Bakteriensuspensionen benétigte, versuchte ich “die maximalen N-Gaben 
zu ermitteln, die noch bei normalem Wachstum nitrifiziert werden 
kénnen. Zwar hatte Meyerhof (1916/17) dieses Gebiet eingehend be- 
arbeitet, doch handelt es sich nur um kurzfristige Versuche mit ange- 
reichertem Bakterienmaterial, m. a. W. um anormale Fille; auBer- 
dem konnten sich meine Mere aliaanshonterien moglicherweise anders 
_ verhalten. Taare 


a) Nitritbildner (Tab. Ila). | 
Aus meinem Versuch iiber die Verwertung des NH,Cl (s. S. 88) 
geht klar hervor, daB dieses Salz nicht als gute Energiequelle fiir den 


ag Tabelle ITa. Nitrifikation bei. gestaffelten (NHs)2SOs-Gaben. 
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1g CaCOs/ Liter | ca 20g Ca a COs / Liter 


Py-Wert (27 Tage) || NaNOemg/Lit. (27Tg.) || 16 Tage | 55 Tage 
“ea | Mittelw.} 1 | 2 | 1 | 2 


| 2 || Mittelw. |Kontrolle}) 1 | 
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Nitritbildner in Frage kommt. Eine hier nicht angeftihrte Untersuchung 7 
iiber die Nitrifizierbarkeit des Mg (N H,) PO, zeigte, daB dieses Salz im 
NitrifikationsprozeB dem Ammonsulfat unterlegen war. Da ferner das — 
Ammonkarbonat infolge seiner labilen Eigenschaft ebenfalls ungeeignet 
fiir Nitrifikationsuntersuchungen ist, blieb nur das Ammonsulfat tibrig. — 

Bei dieser Untersuchung tauchten verschiedene Fragen auf: Bis — 
zu welcher (N H,)28 0,-Konzentration verliuft die Nitrifikation normal, — 
bei welcher geht sie nicht mehr zu Ende und wann wird mit der 
N-Oxydation tiberhaupt nicht mehr begonnen? Sterben in diesem Kon-_ 
zentrationsbereich die Bakterien ab, oder geht das Leben wieder weiter 
sobald_ giinstige Lebensbedingungen eintreten? Ist das produzierte 
Nitrit der begrenzende Faktor oder die (NH,)2S0O,-Konzentration und _ 
wieweit spielt die ¢, hierbei eine Rolle? | 

Zur Klirung dieses Fragenkomplexes setzte ich folgenden Versuch mit~ 
dem Nitritbildner an: Erlenmeyerkélbchen wurden mit der iiblichen Niihr-_ 
lésung beschickt, die jedoch statt 2g (NHs)2SOs eine von 2—20¢g pro 
Liter gestaffelte (NH,).S0O,-Menge besaB und anfangs bei 1g_ CaC0,, 
27 Tage spiter bei ca. 20 g CaC Os/Liter nitrifiziert wurde. Der gesamte Ver- 
such bestand aus 30 Kélbchen, von denen 20 mit dem Stamm 44 beimpft i 
wurden, die tibrigen 10 blieben unbeimpft und dienten als Kontrcellen. Die — 
Verteilung der K6lbchen war derart, daB jede (NH:)2SO«-Stufe zwei be- | 
impfte und ein unbeimpftes Kéibchen enthielt. Die pu-Bestimmung erfolgte 
27 Tage spiter gleichzeitig mit der quantitativen Nitritbestimmung. Darauf 
erhielten die gleichen Kulturen ihren in Tabelle Ila angegebenen Karbonat-_ 
zusatz von 20g. 16 bzw. 55 Tage spiter (43 bzw. 82 Tage seit Versuchs- 
beginn) erfolete mit dem NeBlerreagens eine qualitative Priifung auf N Hs 
Gehalt der Kulturen. Die mit + bezeichneten waren zur angefihrten Zeit 
NHs-frei, die iibrigen nicht. Nach einer geniigenden Verdiinnung der hoch- 
konzentrierten Kulturlésungen nitrifizierten siimtliche Kulturen. Die Nitri- 
fikationshemmung diirfte demnach in erster Linie auf zu hohe (N Ha)2S Os- 
Konzentration zurtickzufiihren Sein. . 

Bei nicht ausreichenden CaCO;- Mengen beobachten wir bis 4 
(NH,4)eS0,/Liter eine normal vorkaahandes Nitrifikation. Da® nur ein~ 
Teil des gebotenen Ammonsulfats oxydiert wird, beruht auf der Ab- 
nahme des pu-Wertes infolge zu geringer CaC O3-Menge. Mit steigende 
(N Ha)2S O4-Konzentration wird von 8g (NH4), S O,/Liter an die Reak- 
tion etwas verbessert, doch geschieht das auf Kasten der infolge der hohen’ 
(N H,)2S8 Og- Kaerauae immer ungiinstiger werdenden Lebensbedin- 
gungen und der kontinuierlich abnehmenden Nitrifikationsgeschwindig- 
keit. Bei 18g (NH,)2SO,/Liter kommt die Nitritbildung ganz ate 
Stillstand. Daf nicht das Nitrit der stérende Faktor gewesen ist, be- 
weist, daf bei annihernd gleichen py-Werten bei 2 und 4g (NH,)s SO. 
mehr Nitrit gebildet wurde als bei 6 und 8 g (NH,).S O,/Liter. 

Das Ergebnis dieses Versuchs ist folgendes: 1. Bis 4g (NH,)s SO,/- 
Liter herrscht ein einigermafen ndrinalée Wachstum. 2. Bis 8 & 
(N H.)oS O,/Liter kann be; gentigendem Kalkzusatz dieses Salz noch 
oxydiert werden. 8. 18¢ (NH,).S0,/Liter machen jede Nitritbildung 
unmodglich. 4. In einer Nihrlésung mit 20g (N H.)28 O,/Liter sterben_ 


= 


1 
Q 
‘ 
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innerhalb von 55 Tagen die Nitritbildner nicht ab, sondern sie nitrifi- 
zieren die Nahrlésung vollstindig, sobald das (NH,)2SO, in ertriig- 
licher Konzentration zur Verfiigung steht. 5. Bis 8 g (NH,4).SO, diirfte 
die Reaktion der hemmende Faktor gewesen sein; in den Konzentra- 
tionen >8 scheint das (NH,).S0O,° von ausschlaggebender Bedeutung 
zu sein. 6. Wie weit das Nitrit einen schidlichen Einflu& auf den Nitri- 
-fikationsverlauf gehabt hat, 1aé®t sich nicht mit Sicherheit entnehmen, 
da die Giftwirkung des Nitrits stark von der Reaktion der Kultur- 
sung abhingt (siehe Mevius und Dikussar 1930). 


-b). Nitratbildner (Tab. ILb). 


Da nach einem Orientierungsversuch 4g NaN Os/Liter ohne irgend- 

_ welche Stérungen, dagegen 12 ¢ nicht mehr oxydiert wurden, untersuchte ich 

das Intervall von 4—12 g NaN 02 je Liter, Jede Konzentrationsstufe bestand 

aus 4 K6élbchen, so daB 2 auf jeden Stamm entfielen. Die Kulturen standen 

in einem Thermostaten bei 30° C und wurden 1 Monat nach der Beimpfung 
_mittels Tiipfelmethode auf Nitritschwund gepriift. 


Tabelle IIb. Nitrifikation bei gestaffelten NaN Oo-Gaben. 


? ‘ Pa Te) Sai a Py Wert 
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9 : _ ie ss 0,84 
“Alig 5 nee ne ee ar 
11 _ es 7.82 
12 2 ie 7,82 


Wie aus der Tab. Ib hervorgeht, ist bis 7g NaNO,/Liter keine 
_ wesentliche Verzdgerung im Nitrifikationsverlauf festzustellen. Wenn 
~ sich bei den héheren Konzentrationen die Nitritphase auch etwas langer 
hinauszog, so ist zu beriicksichtigen, da in diesen Fallen auch mehr 
Nitrit vorhanden ist, das oxydiert werden muB. Bei 8g NaN O,/Liter 
tritt jedoch ganz’ plétzlich eine starke Storung der Nitrifikation ein. 
Kulturen mit 12 ¢ NaNO,/Liter aus dem hier nicht aufgefiihrten 
_Orientierungsversuch waren selbst nach 4 Monaten noch nicht nitrit- 
frei. Zu diesen Kulturen, auf welche 6 Wochen die nicht mehr oxydier- 
paren Nitritmengen eingewirkt haben, gab ich soviel aqua dest., daB 
| 
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Jiche Hemmung verarbeitet wird, etwa 7 g/Liter. Wie aus, einer xp 
zu schildernden Untersuchung mit NaCl-Zusatz hervorgeht, ben 
diese Nitrifikationshemmung nicht auf einer osmotischen Wirkung. ; 
diirfte somit eine spezifische Wirkung des Nitrits vorliegen. Ferner 
wurde sichergestellt, daB die Nitratbildner in nicht mehr_ ‘nitrifizier- 
baren NaNO,-Konzentrationen nicht sogleich absterben, sondern. die 
Nitritoxydation einstellen. oe 


3. Temiperstne (Tab. Il). — 


Ein viel bearbeitetes, aber nicht véllig geklirtes Kapitel ‘ist dix = 
hangigkeit der Nitrifikation von der Temperatur. — Schloesing und _ Miintz 
(1879) konnten bereits zeigen, daB im Boden bei 5°C noch eine langsa 
Salpeterbildung stattfindet. Warington erhielt noch bei 3°C eine deutlich 
Umsetzung. Rubentschik fand zwischen 0 und 3°C noch Salpeterbil I 
Schénbrunn (1922), Gauger und Ziegenspeck (1929) u. a. berichten iib 
petermaxima im Friihjahr, Engel (1931) fand bei 18—20°C in der 
fikationsnahrlésung starke Verziégerung der Nitritbildung; das Optimum 
hiher. Cyplenkin und Schilin (1936) fanden in Tundrenbéden an ei 
kalkhaltigen Stellen Nitrate im Boden. Diese und weitere andere Arb 
‘gaben AnlaB zu einer Untersuchung iiber den TemperatureinfluS aut 
Reinkulturen meiner Nitrifikantenstimme in Niahrlésungen, 3 
Der Versuch wurde an 3 Temperaturstufen (10, 20 u. 30°C)_ m 
4 Reihen (2 Nitrit- und 2 Nitratbildner-Stimmen) durehgefiihrt. Jede | 
enthielt 5 Kulturen, so daB dér gesamte Versuch aus 60 ErlenmeyerkoIb 
mit je 25 cem Nihrlésung bestand. Die Kulturen der ersten Temperaturs' 
standen bei 10°C in einem Kiihlschrank, die der zweiten bei ca. 20° 
Arbeitszimmer (dunkel) und die der dritten bei 30°C im Brutschrank, Ge- 
priift wurden die Kulturen qualitativ an den in der Tabelle UI angegebenen ; 
Daten mit den Reagentien nach Nefler und Riegler. Da die 5 Kulturen j je 
Reihe sich in den einzelnen Kulturstufen véllig gleich verhielten, is 
Einfachheit halber in der Tabelle statt 5 nur jeweils 1 Reaktionszeichen 
getragen worden. : fF 


; Tabelle IT. aa 
Abhingigkeit der Nitrifikation von der Temperatur, © 
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-+ = Endnitrifikation (+) = Vollnitrifikation (—) = Beginnende Nitriikation 
— = keine Nitrifikation stetitbats + = nicht mehr vorhandene Kultur, 
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- Die 1. Priifung nach 3'/2 Wochen ergab, da8 simtliche Kulturen, 
‘die bei 20 und 30° C gestanden hatten, nitrifizierten: ausnitrifiziert 
waren bei diesen Temperaturen jedoch nur die 20 Nitrobacter- Kulturen. 
Bei der Temperatur von 10°C war in keinem der Kélbchen eine Nitri- 
fikation festzustellen. Die 2. Priifung nach 5 Wochen brachte nur 
die Anderung, daB bei 30°C der Stamm 32 alles NH, nitrifiziert hatte. 
Die 3. Priifung nach 6/2 Wochen lieB jetzt auch die Stammkultur 44 
in der Temperaturstufe von 309 € als ausnitrifiziert erscheinen, Damit 
hhatten die Kulturen der 30°-Stufe die N- -Oxydation beendet. In den 
lbrigen Temperaturstufen war keine wesentliche Anderung eingetreten. 
Bei der 4. Priifung nach 10 Wochen. hatten auch die beiden Nitro- 
somonas-Stiimme der 20°-Stufe zu Ende_ nitrifiziert. Von den Kiihl- 
‘schrankkulturen (10°C) hatte der Stamm 32 vielleicht eine Spur Nitrit 
gebildet. Stamm 44 zeigte keinerlei Andeutung einer beginnenden 
Nitrifikation. Wie weit die beiden Nitrobacter-Stimme das Nitrit in 
dieser Oxydationsstufe bereits oxydiert hatten, lieB sich mit der Tiipfel- 
methode nicht feststellen. Zu Ende gefiihrt war jedenfalls wahrend der 
10 Wochen die Nitrifikation nicht. 

Wenn es auch scheint, als ob bei Stamm 32 das Temperaturminimum 
ein wenig tiefer liege als beim Stamm 44, so michte ich dem Befundé 
richt allzu groBen Wert beilegen. Der Unterschied war zu gering, um 
‘daraus einen sicheren Schlu8 ziehen zu kénnen. Doch nitrifizieren: 
zweifelsohne die beiden Nitratbildner-Stimme bei niederer Temperatur 
‘als die Nitritbildner-Stiimme, was durch zahlreiche weitere Beobach- 
tungen erhirtet werden konnte. Die Angaben ‘Engels, wonach schon 
bei 18—20°C die Nitrifikation eine starke Verzégerung' erfahrt, finden 
sot diesen Versuchen ebenfalls eine volle Bestatigung. 


4. Kolloide (Tab. IV). 


Wie ich — in Ubereinstimmung mit anderen Autoren, z. B. Nelson (1931) — 
bereits in einer friiheren Veréffentlichung (1939) berichtet habe, hemmt Agar 
merklich den Nitrifikationsproze’. Damals lieB ich die Frage offen, ob es dis 
‘Kolloide sind oder die organischen Substanzen des nicht ausgefaulten 
Agars, welche die Verzégerung hervorrufen. Daher wiederholte ich diesen 
Versuch mit ausgefaultem Agar und benutzte gleichzeitig die Kieselsiure 
als ein anorganisches Kolloid, um ganz sicher zu sein, da$ eine evtl. vor- | 
handene Hemmung nicht durch organische Substanzen hervorgerufen wer- 
den konnte. Der Agar ‘war wiederum als 0,1°%/oig in der normalen Nitritfika- 
tionsnéhrlésung vorhanden. Die Kieselsiuregallerte war nach den Angaben 
‘von Boltjes (1935) hergestellt und nach dem Dialysieren soweit verdiinnt 
worden, bis sie annihernd die Konsistenz einer 0,1°%oigen Agarlisung hatte. 
Der gesamte Versuch (Tabelle IV) bestand aus Bd Erlenmeyerkolben mit Je 
50cem Nahrlésung, so daB auf jeden der 3 verwendeten Bakterienstimme 
18 Kulturen kamen; 6 davon erhielten einen Agar-, 6 einen Kieselsiurezusatz 
und die restlichen 6 waren Kontrollen. Die Cy wurde zu Beginn des Ver- 
‘suchs ermittelt. 


a) Nitritbildner. 


Aus den Versuchsergebnissen erkennen wir einwandfrei die hemmende 
pe rkune der beiden Kolloide auf den Nitrifikationsvorgang. Beziiglich des 
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Tabelle IV. Die MALE ELAR 2 durch Kolloide. 


a Kolben St 32 St 44 St 
- Nr. || Kontr. | Kiesels. | Agar | Kontr. | Kiesels. | Agar | Kontr. [ Kiesels. | Agar 

13 RE ee he Phe ee = an 

: io Ean PG of pa + + as 

z 3 : — + aes R e | i * Ss 

4 sate + — Be = Ae ee aS = 
| al Sr eel ee ce 
~ 6 + a a3 ues | " 4 ree 

SE eee | 7,53 | 7,84 | 8,00 | 7,818) 


6 | 7,25 | 7,58 7,66 | 7,25 
no 


+ = normale Nitrifikation . 
+ = verzégerte Nitrifikation 

— = keine Nitrifikation sichtbar. 
Agars verhielten sich die beiden Stiimme 32 und 44 seltsamerweise sehr ver-_ 
schieden. Wihrend Stamm 32 in Gegenwart von Agar in keinem Fall nitri 
fizierte, gelang es dem Stamm 44, in jeder Kultur Nitrit zu bilden, wenn — 
auch mit etwas Verzogerung den Kontrollen gegeniiber. Die Kulturen mit_ 
SiOz-Zusatz arbeiteten in beiden Fiillen merklich schneller als die mit Agar, 
blieben aber gegeniiber den Kontrollkulturen doch wesentlich aurtick, 


b) Nitratbildner. tie <i 
ee Ahnlich diirfte der Fall auch beim Nitratbildner liegen. Die Kontrollen_ 
Ce sind auch hier den Kulturen mit Kolloidzusatz iiberlegen. Ein Unterschied — 
a zwischen Agar und Kieselsiiure scheint auSerdem auch noch vorhanden zu 
5, sein, wenn auch dieser aus dem Versuch nicht ganz einwandfrei hervorgeht. — 
ws ’ Offensichtlich riihrt also die hemmende Wirkung des Agars weniger 
von der organischen Substanz als vielmehr von der kolloiden ‘Eigenschal a 
% her. Denn aus obigem Versuch geht klar hervor, daB die Kolloide in der vun 
3 mir angewandten Konzentration in keinem Fall fordernd gewirkt haben. 
: Die Beobachtungen Rippels (1936) tiber den giinstigen FinfluB kolloidalen 
Agars auf heterotrophe Mikroorganismen lassen sich auf die autotrophen: 
Nitrifikationsbakterien nicht ausdehnen. 


5. Schichttiefe und Nitrifikation (Tab. V). 


Bisher war man allgemein der Ansicht, O.-Mangel sei die Ursache 
fiir die Nitrifikationshemmung bei erhéhter Schichttiefe der Nihr-- 
lésung. Um diese Frage zu priifen, setzte ich folgenden Versuch an. 


Der gesamte Versuch setzte sich zusammen aus 82 Erlenmeyerkolben 
von je 300 ccm Fassungsvermigen mit Nihrlésung fiir den Nitritbildner. Die 
Versuchsanordnung ist aus Tabelle V zu ersehen. Fiir jede Kombinatio 
waren somit zwei Kulturen da, die in der Tabelle nur durch ein reich 
dargestellt wurden, weil sich die Parallelen simtlich gleichsinnig verre 
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veder Kulturkolben wurde 2mal, 20 und 52 Tage nach der Beimpfung, mit 
dem NeBlerreagens auf Ammoniakschwund und mit dem Rieglerreagens 
auf Nitritbildung bzw. -schwund gepriift. 4 


Tabelle V. EinfluB der Schichttiefe und (NHi>o8 
. . . . . ; 2 0 aS € 
zentration auf Gieeth a iationseesh iy itckere 
eS 


o 50 ccm 100 ecm 
‘=I $0 = - c 
& & 0,1 o 0,2 Ne 0,1 °/o 0,2 %/, a 
3 i 
1. Reihe 2. Reihe 3. Reihe | 4. Reihe = 
20 ae _— as ana} 
ey = A 
52 | ae =f es 
: _— Bor es 
°° |.20 ae & (4) - 
te und = = - ~~ B 
pie + PAs . 
20 (4) | = — = 
44 - 2 2 a2 C 
52 + = (+) = 
44 | 20 Em) = - a 7 
und : - | — D 
f4-4 62} = + ~- (+) -- 
' = N Hs-frei 


(+) = fast NHs-frei_, 
— = NHs- und N O:2-haltig 
> =nicht mehr vorhandene Kultur. 


Am besten 1i8t sich die 2. mit der 3. Reihe vergleichen, weil sich 


in diesen Reihen die gleichen ‘absoluten (N H,)sSO.-Mengen befanden. 


Sehr klar und tiberzeugend ist zu sehen, wie bei hdherer Schichttiefe 
und geringerer Konzentration die Nitrifikation besser vonstatten geht 
als bei niederer Schichttiefe und héherer Konzentration. Beim Ver- 
gleich der Zeilen.A und B wirkt offenbar die Anwesenheit des Nétrat- 
bildners nitrifikationsfordernd. Aus der Untersuchung mit dem Nitrit- 
bildner-Stamm 44 ist dieser Unterschied nicht zu ersehen. 


, Die Auswertung dieses Versuches lehrt, da im vorliegenden Fall 


‘nicht der infolee erhdhter Schichttiefe eintretende Sauerstoffmangel, 


sondern die Erniedrigung der (NH,)2S0,-Konzentration entscheidend fir 
die Nitrifikationsgeschwindigkeit ist. Fiir den Stamm 32 ist offenbar 
Beseitigung des wihrend der Nitrifikation gebildeten, Nitrits vorteil- 
aft. Ob das Gleiche auch fiir den Stamm 2% gilt, geht aus diesem Ver- 
such nicht hervor. Es erscheint der Stamm 32 jedenfalls nitritempfind- 
licher. Es spielen somit mehrere Faktoren bei der Ammoniakoxydation 
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_ eine Hiilfte erhielt je Kélbchen einen Zusatz von 0,05 cem einer. 0,2 %/oig: 


-restlos oxydiert hatten. 


) 
j 
7 
; 
t 
_ der Beimpfung begann sie sich in den Kulturen mit den Nitritbildnern . 
| 


18°  -H. Bomeke: 
6. Neutralrot. 


a) Neutralrot als Indikator. 


Der Versuch wurde bei 35°C mit 2 Niétritbildnern and 1 Ni tratbil 
in Erlenmeyerkélbchen mit je 30 cem der iiblichen Nahrlésung ausgefiihrt. 


oe ae a ee 


Neutralrotlésung, die andere ohne Neutralrotzusatz diente als Kontrolle. 
Gepriift wurden die Kulturen 27 Tage nach der Beimpfung mit dem Nefier- 
bzw. Rieglerreagens. Auf eine tabellarische Wiedergabe kann ich verzichten, 
weil simtliche Kulturen ohne Unterschied den dargebotenen Sticksto ia 


Infolge der alkalischen Reaktion der Nihrlésung war die Kultur: 
lésung mit Neutralrot anfangs orangerot gefiarbt. Vom 10. Tage se 


mehr und mehr zu réten und steigerte sich schlieSlich zum blutroten 
Farbton. Vom 20.—25.Tage an klang die Rotfirbung ab und naher :e 
sich allmihlich dem Orangerot. Beim Nitratbildner wurde kein Farb- 
umschlag beobachtet, obwohl die Nitrifikation normal verlief, wie 
mikroskopische Bild ‘und der festgestellte Nitritschwund gezeigt hat 
Da der Vitalfarbstoff .,Neutralrot“ gleichzeitig als Indikator 
H-Ionenkonzentration anspricht, kann der Farbwechsel in den Nit 
somonas-Kulturen nicht anders. gedeutet werden, als da sich wahre 
des Nitrifikationsvorganges rascher die H-Ionen bilden, als sie v¢ 
Calciumkarbonat neutralisiert werden. Durch Zusatz von Neutral 
sind wir also in der Lage, den Beginn der Nitrifikation am Farbumsehl 
ohne weiteres riskroskopisch VAN benaen 
Wie die mikroskopische Untersuchung withrénd: und nach. 
Nitrifikation ergab, waren keine Nitrifikantenzellen gefairbt. Vom 1 # 
lichen Untergrund -hoben sich die einzelInen Bakterien infolge eines 
hellen Hofes deutlich von der Umgebung ab. Der helle Hof diirfte aus 
einer Schleim- oder Fettschicht bestehen, welche die Zellen rings w 
gibt und vielleicht auch ein Grund mit dafiir ist, daB die Zelle 
auBerordentlich widerstandsfihig gegen Austrocknung und Hungern 
ist. Die von mir angewandte Neutralrotkonzentration war offenbar zu : 
schwach, um die Zellen anzufiirben. In Nihrlésungen mit wesentlich 
héheren Neutralrotkonzentrationen nitrifizierten die Bakterien nic 
mehr. Der Versuch, die Bakterien mit einer unschidlich wirkenden 
Neutralrotlésung lebend zu farben, ist somit gescheitert. : 


b) Neutralrot als organische Substanz (Tab. VD. 


Da wir im Neutralrot einen Indikator besitzen, der es uns ohne viele 
Miihe erméglicht, den Zeitpunkt lebhafter Nitritbildung zu erkennen, _ver- 
suchte ich bei verschiedener Schichttiefe der Nahrldsung die Wirkung des 
Neutralrots festzustellen; die 300 ccm fassenden Erlenmeyer-Kolben waren 
mit von 25 zu 25 bis 150 cem gestaffelter Nihrlésung gefiillt. Die Zahlen in 
der Tab. VI geben an, an welchem Tage seit der Beimpfung die Kulturen: 
NHs- bzw. NOe-frei waren. : 

Nitritbildner. 


Die Wirkung des Neutralrots auf die Zellen dieser Baktovishoruni 
ist bei geringer Schichttiefe fiir beide Stiimme 32 und 44- wabrend. der 
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-Nitrifikation nachteilig. Bei gréRerer Schichttiefe wirkt sich der Einflug 
des Indikators phedialle a nachteilig auf den Stamm 32 aus, seltsamer- 
_weise dagegen giinstig auf dén Stamm 44, 


ve - Tabelle VI. Einflu8 ee Neutralrots auf den 
Nitrifikationsverlauf 
St 32 St 44 | St 14 


7 ae Se 
es: So 


| Neutral | Neutral- Neutral- 
pseu GH Kontr. | rot Kontr. rot 


% 150 | 63 | 100 | 78 | 63 || 25 | 25 


Ob beim Stamm 4% das Neutralrot stimulierend auf den N- Oxyda- 
ionsproze§ eingewirkt hat, oder ob die Férderung Zufall war, ist aus 
diesem Versuch nicht zu fenenchnion, Gesichert diirfte jedenfalls die 
stirkere Hemmung des Stammes 32 durch Neutralrot im Vergleich 
zu Stamm 44 sein. Nach den Versuchsergebnissen mit héheren Neutral- 
-rotkonzentrationen und nach hier nicht angefiihrten Temperaturver- 
suchen in’ Gegenwart dieses Indikators zu urteilen, diirfte eher eine 
Schidigung als Férderung durch Neutralrot vorliegen. 

Nitratbildner. } 
Auffallend ist das von Nitrobacter erhaltene Ergebnis. Durch die 
Schichttiefe sowie durch Neutralrot scheint er sehr wenig beeinfluBbt zu 
werden. Erst bei 150 ccm Nihrlésung diirfte die NO,-Oxydation viel- 
leicht etwas verzégert Rs ent te Hierbei ist allerdings noch zu 
beriicksichtigen, daB die zu oxydierende Nahrldsungsmenge auch gréfer 
ist als in den tibrigen Kulturen. 

: DaB beim Nitratbildner die Oxydationsverhaltnisse anders liegen 
ils beim Nitritbildner, wird mit der Kahmhautbildung der ersteren zu- 
ammenhingen. Die Kahmhaut schwimmt an der Oberflache. Ein Sauer- 
-Stoffmangel diirfte fiir diese Bakterien nicht in Frage kommen, ebenso 
-wenig eine Reaktionsverschiebung wihrend des Nitrifikationsvorganges. 
Die Empfindlichkeit gegen organische Substanz (Neutralrot) ist beim 
Nitratbildner geringer als beim Nitritbildner. 


7. Schwarmstadien. 


Da das Neutralrot ohne groBen Aufwand an Arbeit und Material 
es gestattete, den Beginn der Ammoniakoxydation in Nitritbildner- 
feulturen makroskopisch zu erkennen, priifte ich beide Stimme in 
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Gegenwart dieses indlikators bei verschiedener Schichttiefe. Durch 
O,-Mangel, der bei gréBerer Schichttiefe in der Nahrlésung auitritt, 
yersuchte ich die Nitrosomonas-Zellen zur Schwirmerbildung zu ver 
anlassen. | 

Der Versuch bestand aus 24 Erlenmeyerkolben von je 300 ecm Inhalt, 
die mit gestaffelter Nihrlésung wie beim vorigen Versuch beschickt waren. 
Die eine Halfte der Kolben hatte die iibliche Nahrlésung mit der friiher 
angegebenen Neutralrotkonzentration, die andere blieb ohne Indikatorzusatz. _ 
Die Beimpfung erfolgte aus gleichaltrigen Stammkulturen;.zwélf Kolben —_ 
6 mit, 6 ohne Neutralrotzusatz — wurden mit Stamm 32, die iibrigen. mit 
Stamm 44 beimpft. 

Am 30. 6. 41, rund 10 Tage nach der Beimpfung, trat in den Kolben mit 
25 ccm Nihrlésung und Indikatorzusatz die erste Rétung der Kulturfliissig 
keit auf, die von diesem Zeitpunkt an stindig zunahm und bald auch auf 
die Kulturen mit gréBerer Schichttiefe tibergriff, und zwar wiederum ungefahr 
in der. Reihenfolge der Nahrlésungsmengen. Als am 3. 7. sich auch die 
Kulturen mit 150 cem Nihrlésung zu réten begannen, nahm ich sie aus dem 
Brutschrank und stellte sie auf schwarzes Papier im "Arbeitszimmer, um das — 
Auftreten der Schwirmer sicherer erkennen zu kénnen; die Kulturen mit 
Neutralrot standen bei etwas héherer Temperatur auf dem Brutschrank. 


Am 7.7. setzte plétzlich in den Kulturen mit 125 und 150 ecm — 
Nihrlésung ohne Neutralrot eine mehr oder minder starke milchige- 
Triibung der bis dahin wasserklaren Fliissigkeitsschicht tiber dem 
Bodensatz der Kulturlésung ein. Die mikroskopische Untersuchung er- 
gab in der Tat schwairmende Bakterien. Untersucht wurde im hiingenden _ 
Tropfen bei 1350 facher VergréBerung. Die Bewegungsgeschwindigkeit 
vom Fleck war gering, so daf ich das zitternde Gewimmel unter dem _ 
Mikroskop zuniichst fiir Brownsche Molekularbewegung hielt. Bei ge-_ 
nauerem Zusehen erkannte ich jedoch, daB eine gewisse Zielstrebigkeit 
doch in dem anscheinend ungeordneten Hinundher vorhanden war. 
Hatten sich nimlich zwei Individuen mit ihren Gei®eln verwickelt, so 
versuchten sie wieder auseinander zu kommen. Mit der Zeit verlang! 
samte sich die tinzelnde Bewegung immer mehr und hérte zuletzt ganz 
auf. Die Bewegung der Bakterien war zitternd und gaukelnd, so wie 
seinerzeit Winogradsky (1906) und spiiter (1931) Engel sie beschrieben 
haben. Nur die kugelrunden und die Diplokokken schienen GeiBelu 
zu besitzen, denn nur diese bewegten sich; die ellipsoidischen Forme 
dagegen waren unbeweglich. Wihrend die Einzelkokken einigermabe 
auf ein Ziel (Rand des Tropfens) zustrebten, ist die Bewegungsrichtung 
der Diplokokken ungerichtet. Es sah so aus, als ob die Diplokokken 
kurz vor der Teilung stiinden und jeder Kokkus bereits ein selb 
stiindiges Individuum sei, das nun danach trachte, sich von seinem 
Partner zu lésen. Darauf ist es vielleicht zuriickzufithren, daB gerade 
die Diplokokken sich nur wenig von der Stelle bewegten, sich oft mm 
ihre eigene Achse drehten und zitternd bald vorwirts, bald riickwiirt 
schwammen. ‘ 

DaB diese beweglichen Bakterien Verunreinigungen der Nitrosomonas: 
Kulturen gewesen seien, erscheint ausgeschlossen, da ich von diesen Kolben 
an verschiedenen Tagen mehrfach Abimpfungen in Hefewasser und Bouillo 


“ 
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ivornahm. In keinem Fall ist selbst nach Wochen auch nur die geringste 
‘Triibung aufgetreten. Die Reinheit der Kulturen steht auBer jedem Zweifel. 
Ob das Auftreten von Schwirmstadien auf O2-Mangel zuriickzufiihren 
ist, bedarf noch weiterer Nachpriifungen. Aus Zeitmangel bin ich leider nicht 
Mehr dazu gekommen, systematisch, unter Beriicksichtigung anderer Fak- 
‘toren, z. B. des Wetters, der Jahreszeit, der Temperatur usw., die Bedin- 
‘gungen fiir das Auftreten der Schwarmstadien zu untersuchen. 


8. Indigocarmin (Tab. VII). 


_ Um auch fiir den Nitratbildner einen brauchbaren Indikator fiir 
den Beginn des Nitrifikationsprozesses zu finden, untersuchte ich in 
‘Gegenwart von Indigocarmin die nitrifizierenden Kulturen. Die Frage- 
Stellung dieses Versuchs war: Es kénnte vielleicht wihrend der N- 
Oxydation durch Reduktion des Indigos dessen Leukobase entstehen 
‘und damit der Zeitpunkt:des Nitrifikationsbeginns makroskopisch .am 
-Farbumschlag erkannt werden. 

Um gleichzeitig auch das Verhalten des Nitritbildners in diesem Zu- 
sammenhang zu priifen, setzte ich 15 Kulturen, 5 je Stamm, an. Als Kon- 
-trollen fiigte ich noch 4 unbeimpfte Kélbchen hinzu, und zwar 2 mit der~ 
Nahrlésung fiir den Nétrit- und 2 mit der fiir den Nitratbildner, so da® der 
anze Versuch 19 Kélbchen umfaBte. (Tab. VII.) Die Nahrlésungen waren die 
iblichen fiir Nitrosomonas baw. Nitrobacter, auch die Kontrollen hatten 
einen Indigocarminzusatz von 0,01°/o und standen bei 85°C im Thermostaten. 


+ 
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Tabelle VII. Versuchsergebnis mit Indigocarmin 


tr Kotben | Farbe der Kulturen nach 2 Monaten 
i Nr. St 32 - $44 sti 
“ me! Ptothact 14. tot blau 
a3 ne oD, rot. rot blau 
: 3 rot rot : -blau 
: 4 Ee rot rot blau 
5 rot rot blau 
: Kontrollen 
: et Se Midvos.-Nahrl. | _Nitrob-Nahrl. 
| dunkel- | hell- 
blau blau 
| dunkel- | hell- 
blau blau 
2 ~ Zebn Tage nach der Beimpfung begann in den beimpften Nitro- 


somonas-Kulturen der blaue Farbstoff zu verblassen, und 3 Wochen 
“spiiter war er véllig verschwunden. An seine Stelle war eine rosarote 
Firbung getreten. Die unbeimpften Kontrollen hierzu waren noch 
~ebengo dunkel wie zu Beginn des Versuchs. Intensiv blau gefarbt waren 
und blieben die beimpften und ausnitrifizierten Nitrobacter-Kulturen, 
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- Nihrlésung gleichzeitig mit dem Nitratbildner, so tritt keine Ent 


_Ammonsalz oder zumindest den allergré{ten Teil nitrifiziert haben, 
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deren unbeimpfte Kontrollen dagegen im Laufe der Zeit nach und nach 
etwas heller wurden, jedoch weiterhin blau gefarbt blieben. a | 

Wie iassen sich diese merkwiirdigen Erscheinungen erklaren? Eine 
Reduktion des Indigos wihrend der N-Oxydation durch Nitrosomonas 
konnte schwerlich vorliegen, weil dann diese Erscheinung auch beim: 
Nitratbildner hiitte auftreten miissen. Eine Zerstérung des Indigos dureh 
Nitrit anzunehmen schien ebenfalls abwegig, weil die Lisung fiir die 
Nitrobacter-Kulturen mit rund der doppelten Nitritmenge (4g NaNO,/ 
Liter) sich bedeutend langsamer entfirbte. Weitere hier nicht angefiihrte 
Versuche ergaben schlieBlich, daB die wihrend der Nitrifikation ent-_ 
stehende salpetrige Siiure die Ursache des Imdigoschwundes gewesen 
war. Beimpft man nimlich die indigocarminhaltige Nitrosomonas- 


firbung (Zerstérung!) ‘des Indigos auf. Damit ist auch eindeutig be-_ 
wiesen, daf eine Heterotrophie auf Indigo nicht vorliegt. Das Ver- 
schwinden des blauen Indigofarbstoffes war auf die Anwesenheit von 
H-Ionen in nitrithaltiger Lésung zuriickzufiihren. Denn nicht Nitrite. 
sondern die withrend der Ammoniakoxydation auftretende salpetrige— 
Siure bewirkte erst die Entfirbung des Indigos. Damit ist weiterhin 
sichergestellt, daB wihrend des Nitrifikationsverlaufs keine salpetrige _ 
Saiure in nennenswerten Mengen auftritt, wenn beide Nitrifikanted 
gleichzeitig in der Lésung vorhanden ae 

Dieser Versuch beweist also schlagend, dafi die friihere “Ansicht 
verschiedener Autoren: es miisse zuerst der Nitritbildner das gesamte 


bevor der Nitratbildner die Nitrite weiter oxydieren kénne, wenigstens 
in einer Nahrlé6sung mit CaCOs als Bodenkérper, nicht zutrifft- Wenn 
der py-Wert tief genug ist und gréBere Mengen freien Ammoniak 
fehlen, nitrifiziert der Nitratbildner trotz Vorhandenseins von Ammon- 
salzen, Meine bereits in der friiheren Arbeit (1939) ausgesprocheln§ 
Ansicht findet mit diesem Versuch eine Bestitigung. 2 


9. Die Bedeutung des Calciumkarbonats bei der Nitritbildung. — 


Da in meiner friiheren Untersuchung iiber nitrifizierende Bakterien — 
mit gestaffelten CaCO 3-Mengen das gebildete Nitrit nicht quantitativ 
ermittelt worden war, habe ich nochmals einen ihnlichen Versuch an-_ 
gestellt, der neben den pu-Werten auch das Nitrit quantitativ erfaBte. 
Weil die Versuchsanordnung von der der friiheren abwich, sei sie hier’ 
kurz dargelegt. : j 

Die mit aqua dest. angesetzte Nahridsung war die iibliche, jedoch mit 
dem Unterschied, da®i statt 6g CaCOs eine von 0—6g in 10 Stufen ge-y 
staffelte Ca COs- Menge gegeben wurde; auberdem erhielten simtliche Kul- — 
turen 2 ¢ NaCl/Liter. Dazu kamen noeh 3 Kulturen mit der iiblichen N&hr- ; 
lésung in Leitungswasser. Als Kulturgefiige nahm ich 200 cem fassende 
Erlenmeyerkolben mit 30cem Nihrlésung. Jede Karbonatstufe bestand aus 
3 Parallelen, 2 davon wurden beimpft, die 3. blieb unbeimpft und diente — 
als Kontrolle zu den pu- und Nitritwerten. Kultiviert wurden die von 
einem Stammkolben abgeimpften Nitritbildner 5 Wochen lang bei 35°C. Die 
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ps- und Nitritwerte sind am Schlu8® des V I ; are, 
niedergelegt. ersuchs bestimmt und in Tab. VIII 


Tabelle VII. Abhingigkeit der Nitrifikation 
und Reaktion von der CaCOsMenge 


oxydierter N - Pyg-Werte 
in 0/0 r 


1 2 iMittetw.| Zt >| viel @§ | Kon. |pitt 
ittelw. 2 viel- 1 2 | 30 |Kon- |Dilfe- 
wachs | fachg. = > |trolle} renz || _ Bemerkungen 


a ae ee 5,35 15,58 15,46.15,79 | 0,33 
6,13 | 0,37 
5,10| 6,47, 5,78] 4,21 | 3,68 |/5,95| 5,90 5,92 | 6,20 |0,28 
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16,70 | 16,25| 16,47| 6,75 | 1,69 |5,76|5,81 (5,78 | 6,98|1,20 maximale 
: |) Py-Wertsenkg. 


Wise | Bs Raye? aay me pO <— Wachstumssprung 


L 

| 

a 

2 83,20 | 82,30 | 82,75 | 51,75 | 2,67 ||7,24 | 7,201 7,22| 7,37 |0,15 
~|100| 95,50 | 97,75} 15,00 | 1,18 |7,29|7,23 7,26 | 7,43 | 0,17 eaasue 


|| 95,50 | 86,20 90;85 |—6,90 117,18] 7,16| 7,17 | 7,37 | 0,20 N-Verluste 
_ || 83,20,| 86,201 84,70 |—6,15 7,80| 7,31 |7,30|7,42|0,12 

|| 86,20 | 89,00 87,60 7,20 | 7,10| 7,17 | 7,38] 0,23 
W. || 


In der CaCO;-freien Stufe war die gebildete Nitritmenge so gering, 
daB sie mit dem Photometer nicht erfaBt werden konnte; nur aus dem 
vesunkenen py-Wert in der weitgehend ungepufferten Nahrlésung kann 
auf einen Nitrifikationsbeginn geschlossen werden. Der geringfiigige 
Zusatz von %/s¢ Ca(O,/Liter bewirkt bereits eine deutliche Nitrit- 
bildung. Eine weitere Verdoppelung der Karbonatmenge hat eine be- 
trichtliche Steigerung der NO,-Menge zur Folge. Bei 1 und 2g CaCO, 
sind die py-Werte am stirksten gesunken (vgl. die Kulturen mit den 
Kontrollen). Zwischen 2 und 3g CaCO, ist der stirkste Zuwachs zu 
verzeichnen. Bei 4 und 5g CaCO, haben wir die geringsten N-Verluste. 
In destilliertem Wasser (6g CaCOs) verliuft die Ammoniakoxydation 
yverlustreicher als in Leitungswasser. Am Analysentag war zwischen 
) und 2¢ CaCO,/Liter in den Kulturen noch Ammoniak nachweisbar, 
pwischen 3 und 6g CaCO,/Liter dagegen nicht. Zwischen 2 und 3g 
SaCO,/Liter vollzog sich der Ubergang zum Neutralpunkt, d.h. von 
3¢ CaCO; ab blieb die Kulturlésung oberhalb, von 0—2 g CaC0O,/Liter 
mterhalb des .Neutralpunktes. Im sauren Bereich blieb also ein Rest 
in Ammoniak zuriick, im alkalischen wurde simtliches Ammoniak 
yxydiert. Nur in einem Falle (4g CaCOs) wurde in den N H3-freien 
<ulturen der theoretische Nitritwert (2090mg NaNO.) gefunden. In 
len iibrigen Fiillen traten bis zu 17°/o N-Verluste auf. 
it! " ; 
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“unter der Einwirkung des Ammoniaks. Dadurch ‘verschwand durch NHs: 
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Die N-Verluste diirften sich zusammensetzen aus” den NHs-Ver 
bei alkalischer Reaktion und dem NHsNO:2-Zerfall, der bei_ gleichzeit 
Anwesenheit von Ammoniak und Nitrit in der Kulturlésung erfolgt. 
schen 0 und 2g CaC0Os/Liter ist die Nitrifikation wegen der héheren 
Ionenkonzentration nicht zu Ende gefiihrt worden. Bei 3¢ Ca-COs/Lite 
lief wegen der. geringen Ca COs- -Menge die Neutralisation der bei der 
Oxydation auftretenden H-Ionen zu langsam. Es stand das Nitrit zu lan. 


Zerfall eine betrichtliche Menge Stickstoff aus der Nahrlésung. Bei 
Ca COs/Liter war angendhert der Idealfall erreicht. Die Kultur nitrifizie 
schnell und wegen der eben geniigenden _Karbonatmenge ist es nur 2u Uv 
erheblichen N- Verlusten gekommen. Bei 5g CaCOs/Liter steigt der N-V 
lust wieder an und.erhéht sich noch bei 6g CaCOs/Liter. In diesen bei 
letzten Fallen wird der N-Verlust infolge. erhéhten Mise Wm vorwies 
auch auf NHs-Verluste zuriickzufiihren sein. : 

Ein zweiter hier nicht niher angefiihrter Versnet ohne. Na CLZu: it 
verlief tihnlich, jedoch mit dem Unterschied, dai besonders bis zu 3 
CaCO,/Liter die Werte der Parallelkulturen untereinander betracl 
liche Schwankungen aufwiesen. Dieser Versuch bestiitizte mei: 
friiheren Ergebnisse (Arch. f. Mikrobiol. 1939, Tab. XIX), daB bei | 
zureichenden CaCO 3-Mengen die NitHAlestions in Gegenwart von 
NaCl wesentlich gleichmiBiger verliuft als ohne diesen Zusatz. 
schen 2 und 3g CaCO; zeigte auch dieser Versuch trotz seiner son 
Unregelmi®igkeiten den oben erwiihnten Sprung bei. der Nitritbild 
Der pa-Wert blieb von 3g CaCO,/Liter an ebenfalls schwach alkal 

Das Wesentlichste a diesen Versuchsergebnissen ist: daB 1. aue 
ohne zusitzliches CaCO; die Nitrifikation beginnt, 2. von S 3g CaC 
Liter die Nitrifikation restlos zu Ende geht, 3. bei 4g CaCO0,/Li 
die geringsten N-Verluste auftreten, 4. bei schlechter Nitrifikation 
hohen pa-Werten die gréSten N-Verluste auftreten (bis zu etwa 20° 
und 5. ein Zusatz von 2g NaCl/Liter zu den iibrigen Nahrsalzen b 
unzureichenden CaCO3-Mengen einen- regelmiBigeren Nitrifikationsve r 
lauf bewirkt. Es wird vermutet, daB im CQ,- Mantel die Uisache fi ' 
den unregelmibigen Nitrifkationsbeginn zu suchen. ist. : Al 


10. Die H-Ionenkonzentration und das Wachstum. ~ 


Als Ergiinzung meiner Arbeit iiber Nitrifikationsbakterien (193: 
in der ich u.a. den ,Lebenslauf einer Nitrobacter-Kultur schildse 
bringe ich hier py-Wert- und Wachstumskurven meiner beiden Nit 
bildner-Stimme 32 und 44. Wihrend die Werte iiber den Nitratbild 
seinerzeit mit der Warburgapparatur erhalten wurden, war dies info 
des teilweise- anders gearteten Stoffwechsels des Nitritbildners ni 
mdglich. Denn diese Bakterien erhéhen bekanntlich wihrend der Nitr 
fikation die cy und treiben aus den Karbonaten der Nihrlésung ga 
formiges CO, aus. Dadurch wird aber eine manometrische Messung un 
méglich gemacht. Daher wahlte ich fiir die vorliegende Untersuchw n 
im Prinzip die gleiche Methode, die Engel (1930) angewandt hat, 
bestimmte neben Nitrit auBerdem noch die H- lonenkonzentration, ’ 


en r 


2 te Zur Ausfiihrung des Versuchs nahm ich 10 groKe Erlenmeyerkolben von 
je 3 Liter Fassungsvermégen, die zur Beimpfung und Entnahme der Kultur- 
fliissigkeit seitlich einen Tubus besaBen (s. Abb. 1). Verschlossen wurde 
jeder Kolben mit einem Wattebausch, tiber den als Verdunstungs- und In- 
fektionsschutz Stanniolpapier gelegt worden war. Die Nahrlésung fiir simt- 
liche Kolben wurde gleichzeitig in einer 5 Liter- 
‘Flasche hergestellt, damit Zusammensetzung und 
Reaktion in jeder Hinsicht gleich war. Durch 
kraftiges Umschiitteln der Nahrlésung vor dem 
Abfiillen in die KulturgefiBie wurde weitgehend 
fiir eine gleichmaBige Verteilung der unléslichen 
Bestandteile gesorgt. Fiinf. Kolben wurden be- 
schickt mit je 300 cem, die iibrigen mit je 500 cem 
der iiblichen N&hrlésung fiir den Nitritbildner. 
Drei Tage nach dem Sterilisieren wurden 4 Kolben 
(2 mit 300ccm und 2 mit 500 ccm Nahrliésung) 
mit dem Stamm 32, weitere 4 in der gleichen 
Weise mit Stamm 4% beimpft, die iibrigen 2 dienten 
-als Kontrollen. Darauf wurden simtliche Kolben 
in ein und denselben Brutschrank von 35° C 
gestellt. Die beiden 500 cem-Kulturen des Stam- 
mes 32 fielen leider wihrend des Versuches aus. 
Die pxa-Wertbestimmungen erfolgten ‘gleich- 
-Zeitig mit den quantitativen Nitritbestimmungen. 
Fiir jede Untersuchung wurden jeder Kultur 
10cem Loésung entnommen: 5 fiir die pxH- und 
5 fiir die Nitrithestimmung. Die Kontrollen lie- Abb. 1. AnzuchtkoIben. 
ferten die Vergleichslésungen. Die 1t. Messung W Watte, St Stanniolpapier, 
wurde am 4. Tage nach der Beimpfung, die 2. am ha 

7. Tage usw. vorgenommen, wie die Kurven angeben, und zwar morgens zu 
ee verad gleichen Zeiten, damit die Tagesintervalle als gleich anzusehen 

sind. 

_, Die Abb. 2a zeigt neben den py-Wert-Kurven zwei Kurvenpaare 
tiber den Wachstumsverlauf desyNitrosomonas-Stammes 44, Die Werte 
zu den beiden steilen (ausgezogenen) Kurven lieferten die 300 ccm- 
Kulturen, die zu den beiden stirker geneigten (gestrichelten) die 
500 cem-Kulturen. Zu den 300 ccm-Kulturen gehdren die héheren py- 
Werte und die lingere Inkubation, die niederen py-Werte und die 
kiirzere Inkubation zu den 500 ccm-Kulturen. Trotz langerer Inkuba- 
tion waren die 300 ccm-Kulturen zwei Wochen friiher ausnitrifiziert 
als die 500 cem-Kulturen. Am Schluf (43 Tage nach der Beimpfung) 
wurde in simtlichen 4 Fallen annihernd der theoretische Nitritwert 
gefunden. 


‘Auch in der Abb. 2b erkennt man 2 Wachsttimskurvenpaare. Das 
des Stammes 32 ist stirker geneigt und erreicht in keinem Falle den 
theoretischen NO.-Wert. Das Kurvenpaar des Stammes 44 steigt steiler 
an und nihert sich den theoretischen Werten. - 


_ Wiahrend der Nitrifikation sinken' in allen Kulturen die p y-Werte, 
in den seichten Kulturlésungen schwicher, in den tieferen stirker. Bei 
den 300ccm-Kulturen bewegt sich der pn-Wert — von der ersten 
- Messung abgesehen — zwischen 6 und 7, bei den 500 cem-Kulturen 


agwischen 5 und 6. Nach beendeter Nitrifikation steigt der Dy Wert 
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Reaktions ’ 

Aus obigem Ergebnis erkennen wir eine Wechselwirkung zwische a 
Reaktion und Wachstum. Je hdher der pq-Wert, umso linger dauert 
die Inkubation, und umso steiler ist hernach die Wachstumskurve. Aber 


ca" 16 20 24 


——— Tage . 


28 40 


: & 
Abb. 2a, Wachstums- und py-Wertkurven des Nitritbildnerstammes 44 bei verschiedener | 
Schichttiefe der Kulturlésung. 4 


auch die Schichttiefe scheint die Reaktion und damit auch indirect 
das Wachstum zu beeinflussen. Die Kulturfliissigkeit bei groBerer 
Schichttiefe (500 cem-Kultur) reagiert saurer als bei geringerer 


(300 cem-Kultur). Die Wachstumskurven sind ues een den Pu- 
Werten geneigt. j 


a 


| 
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Ahnlich wie bei Stamm 44 liegen auch die Verhiltnisse bei Stamm 
32, jedoch mit dem Unterschied, daB hier die Kurven stirker geneigt 


| sind, d.h. in anderen Worten, dab der Stamm 32 weniger optimale Be- 


Gingungen in der gleichen Nahrlésung vorfand als Stamm 44. 
In der sog. log. Phase, wo Verdoppelung der Nitritmenge ohne 


_ grofen Fehler. mit Verdoppélung der Bakterienmenge gleichzusetzen 


mg Na NO;/Lit: 
E 


5S 


oes 
Lee 


2 und 44 bei gleicher 
Wachstums- und -Wert-Kurven der Nitritbildnerstimme 82 un 
Abb. ue a orn Schichttiefe der Kulturlésung. 


ist, fand Phen dem 4. und 9. Tage seit der Beimpfung — von Kultur 
441 abgesehen — etwa alle 15'/2 Stunden eine Zellteilung statt. Das ist 
eine fiir Bakterien ungewohnlich langsame Teilung, wo sonst stiindlich 
oder */2-stiindlich eine Zellteilung erfolgt, ja in extremen Fillen sogat 
>in Abstiinden von wenigen Minuten“ (Geitler, 1934, 8.55). Zu. utn- 
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und Meyerhof (1917) Se anaes hanes oe Binnetwerten m 
Kulturen sind: ret t. <5 
Stamm 32: 15,7; 15,6; —; — araniiens ste if 

Stamm 44: 20, 1; 15 5; 15,4; 14,7 Stunden? aan 
Zusammenfassend kénnen wir sagen: 1. Ein relativ niederer De i= 
‘Wert zu Anfang verkiirzt zwar die Inkubationszeit, verlingert ab er 
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+ - spiiter die Nitrifikationsphase. 2. Die Neutralisation der H-Ionen it 

oe Gegenwart von Calciumkarbonat bleibt merklich hinter der Siure- 
a bildung zuriick. 3. Mit Erhéhung der Flissigkeitsschicht tritt eine Ver 
Pal : lanesamune der NH;-Oxydation ein. 4. Der Nitritbildner- peter? 


scheint siureempfindlicher zu sein als der Stamm 44, 5. Alle 15t/28 
den tritt eine eeplotnns beim Nitritbildner ein. cor ae : 


2 
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AL Die sae cpecaliche Nitrifikation aed NH: a = (NH): $0. 
bei Zusatz von NaCl bzw. Zusatz von Naz SOs (Tab. IX). 


Schloesing machte bereits 1889 die Beobachtung, dab Ammonchl 
wesentlich schlechter nitrifiziert wurde, als Ammonsulfat. Zehn Jahre spa 
fand Omelianski (1899), da& ein Zusatz 0.2% NaCl zu der > iiblic! 
(NHa)2SOs-haltigen Nahrlésung die Nitrifikation giinstig beeinflusse. A: 
Re Boltjes (1935) und Hes (1937) geben eine giinstige Wirkung des: Koch 
9 an, In meiner Verdffentlichung (1939) konnte ich nicht abstreiten, da 
Bris unzureichenden CaCOs-Gaben ein NaCl-Zusatz die Nitrifikation ford 
Doch fiihrte ich die Férderung auf eine Umsetzung von NaCl mit Ca 
zuriick, indem leichter lsliche Salze (Na2COs und Ca Cle) ontetehepe wo- 
durch eine COs-Bildung begiinstigt wird. ay 

Zur Klirung der Frage: Wie wird die NHs-Oxydation durch Zusatz 
NaCl und NazSOs zu einer NHsGl- haltigen Nihrlésung beeinfluBt, setzte 
folgenden Versuch an. Die Nahrlésung bestand aus: 0,1 g NH«Cl; 0, 
KzHPO«; 0,01 g¢ MgSO«; 0,01 ¢ Ca COs; 1,0g NaHCOs; xg NaCl baw. ¢ 
Na2SOs/Liter aqua dest. Die pu-Werte wurden am Schlu8 des Vert 1s 
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Tabelle IX: Nitrifikationshemmung durch Nach z 


a. 4 i J, Nilvithildner 
Stamm 44 ‘ Stamm 32. 
; = x 
1 2 3 4 | 5 
NaCl NaCl NazSO« Na Cl Na Cl & > 


1 || + '-7,92].— 860] ++) 82a] + 

2 || + 816) —: 846/++: 820] + | 896| + | 898 

3 | — 842] —-. 852)/4++: 820] + ° 854) — 848 

4 |l++ 814) — 852/44: 896] — = 824; — © 938 

5 i++: 807] — 852/44: 804] + : 816| + . 838 
Kontr. || — : 848; — | 8,52| — | 854]] — | 848] — : @50 
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Seemessen, die Nitritwerte nach der Tiipfelmethode ermittelt, wobel je nach 
der, Intensitét der Farbreaktion die Zeichen —, +, ++ verwendet wurden. 
_  _Obwohl bei simtlichen Sihongertatichen wegen der Cy eine 
Nitrifikation. gut méglich war, sehen wir doch deutliche Unterschiede 
zwischen den einzelnen Gruppen (Tab. IX). Die Kulturen der Reihen 1 
‘und 4 arbeiten nur mittelmiBig. Mit Erhéhung der NaCl-Konzentration 
_ (Reihe 2 und 5) tritt eine recontlich® Verschlechterung der Nitrifika- 
es lcistung der Bakterien ein. Es scheint jedoch dem Stamm 44 eine 
0,5°/gige NaCl-haltige Nahrlésung weniger gut zu bekommen als dem 
Stamm 32 eine 1,0/oige. Gibt man dagegen anstatt NaCl-die gleichen 
-Mengen Na;:SO., so wird die Stérung im Nitriflkationsstoffweehsel 
Eolotzlich beseitigt; m.a. W. in. Gegenwart von 5 bzw. 10g Na,SO, wird 


_ wesentlich besser. nitrifiziert als bei gleichem bzw. geringerem Zusatz 
myvon NaCl . a 


Da beide Salze gleiche Kationen und eine neutrale Reaktion be- 
-sitzen, kann der nitrifikationsbegiinstigende Faktor nur in den Anionen 
ZU suchen sein. Wie aus der Untersuchung iiber die einzelnen Nihr- 
Pialze hervorgeht, benédtigen die Nitrifikanten zur Durchfiihrung ihres 
Nitrifikationsstoffwechsels nur Spuren von SO,Ionen. Diese Mengen 
sind mit 10mg MgSO, bei 100 mg NH, Cl reichlich bemessen. Es liegt 
-somit eine spezifische Anionenwirkung vor. Das “Versuchsergebnis 
_ spricht vermutlich gegen eine fordernde Wirkung von seiten des ‘NaCl. 

Die Angaben Schloesings, wonach (NH,)2S0, besser oxydiert wird als 
oN H,Cl, hat hiermit eine volle Bestitigung erhalten. 


12. Der Einflu8 des Ammonsulfats auf den Nitratbildner (Tab. X). 


Es ist eine alte Streitfrage, ob die Zellen des Nitratbildners.durch 

_ Ammoniak geschidigt werden oder nicht. Da8 freies Ammoniak (N Hs) 

die Nitrifikation beim Nitratbildner. hemmt, steht auBer jedem Zweifel. 

- Anscheinend nicht zu kliren ist: die Tatsache, warum gerade der Nitrat- 

_ bildner in Gesellschaft mit dem Nitritbildner vorkommt, der unbedingt 
~oxydierbare 'Ammonverbindungen zum Gedeihen und zur Zellver- 
_ Mmehrung bendtigt. 

. Zur Priifung der Widerstandskraft des Nitratbildners dem Ammon- 
sulfat gegeniiber bei verschiedenen pu-Werten. setzte ich folgenden Versuch 
‘in Erlenmeyerkélbchen mit je 25 cem Nahrlésung an. Um nicht unndtig 
Boho Salzkonzentrationen zu erhalten, gab ich statt 4g Na NO2/Liter 1¢ 

. dieses Salzes zu den iibrigen der Nitrobacter-Nahrlésung. Die Abstufung 
der Cy geschah durch die Karbonate des Calciums, Magnesiums und Natri- 

ums. Sobald die Oxydation des Nitrits beendet war; wurden die getrennt 

sterilisierten Ammonsulfat- und Karbonatlésungen baw. -aufschlemmungen 
zu den Nitrobacter-Kulturen zugefiigt, und zwar derart, da in simtlichen 

: - Kulturen. zusitzlich eine 0,1°%/0ige Karbonatlésung and in der Halfte der 
-Kulturklbchen auBerdem noch eine 0,2%cige Ammonsulfatlésung entstand. 
- Darauf wurden die Kélbchen muparaffiniert und im Institutskeller bei ca. 
19°C aufbewahrt. Von Zeit zu Zeit impfte ich von diesen Kulturen zuriick 
in die iibliche Nahrlésung fiir die Nitratbildner, um festzustellen, ob die 
_ Kellerkulturen noch Hea Nitrobacter-Zellen enthielten. 
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Tabelle X. Der EinfluB® des (NHs),SOs4 auf: ausnitrifizerte — 
Nitrobacterzellen bei tibet ie pu-Werten. »s @& 


ohne (NHs)280s mit 2g (NHe)2 $04/ Liter . 
a tage Ca COs MgCO: | NazCOs | CaCOs ~ | MgCOs 
Py Py. i Pu | L: Pa |. Py 

ca WER 769 | gaz | ® 819] 71 7401 1 860. 
SIE? | 

2 ~ || Le 7,52 | Le 8,43 | Lek 8,34 | Li 7,80} T; 8,70 

3 Li 7,72) Ly 850) Ly 806) Ly 7,66) Tj 843 | 
<a es Aa Raise. 

4 Li 7,77 | Li 8,68 | Li 8,38) Ly 7,59 | Ty 8,89 
Loe Tp 8,00 | Ly 9,02 | Ly 8,80 || Ly 7,66 | Ty 8,00 
reaamen eee ers ; | F 
6 | Tr 7,80" P18, 91" fbr 88 pm 8,00 | Tp 8,11 


i = Infektion nur mikrosk. nachweisbar 
I = Infektion bereits mit bloBem Auge sichtbar L = Kulturen lebend 
= keine Infektion T= os, tot . 

Die Versuchsergebnisse bringt die Tab. X. Nach ‘/sjihriger Ein- 
wirkung der zugefiigten Karbonate zeigten die Kontrollen in simtlichen 
6 Kulturen nur lebende Bakterien. Die Kulturen mit Ammonsulfat er- 
gaben bis pH = 8,2 lebende Tochterkulturen, bei héheren puo-Werten 
war dagegen das Leben erloschen. Bei der 2. Riickimpfung (340 Tage) 
waren ebenfalls die Kontrollkulturen ausnahmslos nitrifikationsfihig. — 
Die Ammonsulfatkulturen zeigten von pH=7,8 an aufwiirts kein Leben. 
Die Kulturen mit niederem pu-Wert lebten nach fast 1 jiihriger Ein- 
wirkung in einer 0,2°/9igen ammonsulfathaltigen Nihrlésung. Die Er-— 
gebnisse der 3. Riickimpfung (2 Jahre) diirften nicht mehr ganz ein- | 
wandfrei zu bewerten sein, da auch unter den Kontrollkulturen bereits 
ein Absterben beginnt. Die Ammonsulfatkulturen zeigen bei pH = 7,69. 
noch Leben. Die Kulturen mit pH = 7,81 und hoéher bringen keine 
lebensfiihigen Abimpfungen. 

Sehen wir von der 3. Abimpfung ab, so kénnen wir eindeutig die 
Wirkung des Ammoniaks in den Ammonsulfatkulturen, verfolgen. 
Wahrend die Kontrollkulturen der 1. und 2. Riickimpfung ausnahmslowil 
nitrifizierten, brachten die Kulturen mit Zusatz von Ammonsulfat nur — 
von einem bestimmten pu-Wert an lebensfiihige Abimpfungen. In der 
1. Riickimpfung lag der kritische Punkt zwischen px 8,20 und 8,40, ) 
in der 2. zwischen pu 7,66 und 7,80. Fiigen wir die 3. Riickimpfung 
noch an, so lag hier der Tétungspunkt- zwischen pu 7,69 und 7,81. 
Zwischen der 1, und 2. Riickimpfung hat sich der kritische Punkt noch 
wesentlich verschoben, zwischen der 2. und 3. nicht. Dies diirfte viel- 


q 
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leicht dahin zu deuten sein, daB bei pu 7,69 keine schadliche Wirkung 
vom Ammoniak mehr ausgeht. 

Das NH; wirkt also von einer gewissen Konzentration an zweifellos 
tédlich giftig. Es aber deshalb als bakteriziden Stoff hinzustellen, ist 
meiner Meivung nach nicht richtig. Denn auch die héheren Biancr 
werden durch freies Ammoniak peschadiat. Zwischen den zarten Bak- 
terienzellen und den meristematischen Zellen der hédheren Pflanzen 
_diirfte eine gewisse Ahnlichkeit bestehen beziiglich der Ammoniak- | 
konzentrationen, die noch eben vertragen werden. Die Ammoniak- 


_ vergiftung ist also im Reich der Croaniemen eine ganz allgemeine Er- 


scheinung, der die Nitrifikationsforscher wohl deshalb zuviel Beachtung 


_ geschenkt haben, weil der Nitritbildner, mit dem der Nitratbildner 


stets vergesellschaftet vorkommt, zu seinem Gedeihen unbedingt Am- 


-moniumverbindungen benétigt. Man hat aber wohl vergessen, dai fiir 


peewohnlich die OH- und N Hy. Konzentrationen im Boden nicht so grob 
sind, wie sie im Laboratoriumsversuch mit CaCO, oder gar Me CO, 
iaind den Ammoniumsalzen (1—2 ¢/Liter) uns entgegentreten. In natiir- 


- lichem Boden finden wir normalerweise auch kein Nitrit, sondern Nitrat. 


Dies beweist, daB der Nitratbildner in der Nitrifikation in keiner Weise 
gehemmt, geschweige geschadigt wird durch Ammonverbindungen, die 
der Nitritbildner bendtigt. 

Mit diesem Versuch diirfte bewiesen sein, dafB nicht das N H,-Ion, 
sondern das NH;-Molekiil die Nitrobacter- Zellen zum Absterben bringt. 
Die NH,-Ionen scheinen véllig unschidlich zu sein. Eine EKinwirkungs- 
dauer von tiber 2 Jahren bei pu 7,69 und dariiber vermégen Nitrobacter 
nicht abzutéten. Dagegen geniigt ei px 8,40 eine Einwirkung von rund 
5'/2 Monaten zur Abtétung. : 


13. Hunger-Kulturen. 


a) Lufttrockene Komposterde. ) 
In meiner ersten Abhandlung iiber nitrifizierende Bakterien (1939) 


‘bherichtete ich tiber die lange Lebensdauer in eingetrocknetem Zustande 


im natiirlichen Substrat, in einer Komposterde aus dem hiesigen In- 
stitutsgarten. Damals hatte ich festgestellt, da®f selbst nach 3 Jahren 
“noch lebende N-Oxydanten in der vollig staubtrockenen Komposterde 
sich befanden. 

In den darauffolgenden 3 Jahren wurde die toteruohane fortgefiihrt 
und alle 1—2 Monate wurden 2—6 Erlenmeyerkélbchen mit der vorhin er- 
“ wahnten Komposterde beimpft. Zu dem Zwecke nahm ich 100—200 cem fassende 
Kélbchen mit 25 bzw. 30ccem Nahrlésung teils fiir den Nitrit-, teils ftir den 
Nitratbildner. Nach der Sterilisation beimpfte ich die Naihrlésung mit einem 
kleinen Léffel voll trockener Komposterde und stellte diese Kultur 38—4 
- Wochen lang in den Brutschrank bei Temperaturen zwischen 30 und 37° ©. 
“Nach Ablauf dieser Zeit wurden die Kulturen nach der-Tiipfelmethode auf 
Ammoniakschwund, Nitritbildung bzw. -schwund gepriift. 

In der Regel fiel das Priifungsergebnis. positiv aus. Um nun ganz 
‘sicher zu sein, habe ich in der letzten Untersuchung die getrocknete 
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Erde, von 50—500 mg eestaffelt, zu 20 rrlsemecaneblbenene mit. 
somonas- baw. Nitrobacter-Nihrlésung gegeben. Es zeigte sich h 
daB in simtlichen Kélbchen Nitrifikation eintrat. Damit diirfte 
deutig bewiesen sein, da$ innerhalb von 6 Jahren die Nitrifikationskr: 
der Komposterde nicht erloschen war. Nach den geschilderten — 
suchsergebnissen steht zu erwarten, daB die Lebenskraft der N- 
danten in der Trockenkomposterde - in absehbarer Zeit noch nicht 
schopft ist, so daB also mit einer Nitrifikation noch auf weitere Jahre 
zu rechnen. ist. (Leider kann dieser Versuch nicht mehr fortgesetzt 7 
werden, da am 18. 111944 mit dem Institut auch ae ames 
vernichtet wurde.) 


b) Ausnitrifizierte Nahrlosung (Tab. XD. 
Auger iiber Hungerkulturen in eingetrocknetem Zustande verfiigt 
ich noch tiber zwei Kulturserien, die seit 1937 in ausnitrifizierter N i 
lésung hungerten. Jede Serie bestand aus 12 Erlenmeyerkolben, die 
paraffiniert bei Zimmertemperatur in einem Schrank athe ac wurden 


Tabelle XI. Lebensdauer der Nitrifikanten a 
in ausnitrifizierter Nahrlésung. — 


_ Nitrobacter 7 Nitrosomonas 


von 12 Kuituren = von 12. Kulturen — 


Zeitdauer -  Zeitdauer 
in Tagen lebend tot ; _ in Tagen lebend 
1255 ~ 6 6 


1739 1 11 


Der Versuch mit Nitrobacter war der eindeutigste: Am- 
5. 4. 1937 waren die Erlenmeyerkélbchen beimpft wordens <A 
23. 6.1939 erfolgte die erste Riickimpfung in normale Nitrobacter 
Niihrlisung. Am 41. Tage hatten 7 Kélbchen zu Ende nitrifiziert, 5 da- 
gegen zeigten: noch stake Nitritreaktion. Seit der Beimpfung der 
Stammkulturen waren 2 Jahre und 83 Tage verstrichen; trotzdem ental 
hielt tiber die Hilfte der Kulturen noch soviel lebende Zellen, dab mit 
einer Platinése lebende Nitrobacter- Zellen tibergeimpft wurden. 


Am 12.9. 1940 impfte ich zum zweiten Mal (8Jahre und 160 Tage) 
von diesen Kélbchen ab und fand, daB 28 Tage nach der Beimpfung 
die Hilfte der Kulturen nitrifizierte. Die anderen 6 Kolbchen ‘wiesen 
noch starke Nitritreaktion auf. 


Die dritte Abimpfung erfolgte am 9. 1.1942. Gepriift nee nach ‘a ; 
21 Tagen. Das Ergebnis war, dab von den urspriinglichen 12 Kélbchen 
nur noch eins das gebotene Nitrit oxydiert hatte. Alle iibrigen 11. 
schienen keine lebenden Zellen zu enthalten. Die 10 Tage ‘spiter er- 
folgte 2. Priifung, also am 31. Tage seit der Riickimpfung, brachte das_ 
eleiche Ergebnis. Der eine Kolben hatte somit eine Hungerperiode von 
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4 Jahren und 278 Tagen in nicht eingetrocknetem Zustande bei Zimmer- 


- Zellen zuriickzutfiihren ist, ist nicht unbedingt sicher. Denn dadurch 


temperatur tiberdauert. 

Ob das Absterben der Nitrobacter-Zellen allein aut Verhungern der 
dass die Kulturen so ungewoéhnlich lange aufbewahrt wurden, lieB sich 
eine Konzentrationserhéhung der Kulturlésung nicht vermeiden, selbst 
wenn die Kélbchen auch zuparaffiniert waren. AuBerdem kénnten die 


-hattirlich absterbenden Zellen vielleicht Stoffe ausgeschieden haben, | 
“die unter Umstiinden auf die lebenden Zellen wie Gifte wirken. Unter 


den giinstigsten Bedingungen kénnen also in Fliissigkeitskulturen 


_ Nitrobacter-Zellen mindestens 4'/2 Jahre lebensfihig bleiben. 


Bei den Nitritbildner-Kulturen war von Anfang an das Verhiltnis 


zwischen lebenden und toten Kulturen weit ungiinstiger. Das diirfte 
damit zusammenhingen, da8 schon zur Zeit des Zuparaffinierens die 
-Konzentration in den meisten Kélbchen zu hoch war. Vielleicht diirfte 


auch das gebildete Nitrit giftig gewirkt haben. Die erste Abimpfung ° 


_brachte nach 1 Jahr und 284 Tagen nur 2 lebende Kulturen, die iibrigen 
10 waren tot. Die zweite Abimpfung (nach 3 Jahren) zeigte “das 
_gleiche Ergebnis. Nach 4 Jahren und 116 Tagen (dritte Abimpfung) 
_ fiel auch noch eine von den 2 lebenden Kulturen aus, so da8 ich nach 


etwas mehr als 4'/s Jahren von der urspriinglichen Serie noch eine 


-lebende Kultur besa8. 


Aus obigem Versuch ergibt sich, daB die Nitrifikanten gar nicht 


i so kurzlebig sind, wie vielfach in der Literatur angegeben wurde. Unter 
den giinstigsten Bedingungen sind vielleicht nach 5 und noch mehr 


Jahren noch lebende Zellen aus Hungerkulturen zu erhalten. Ob die 


aus den toten Bakterien ausdiffundierenden organischen Stoffe fiir die 
‘lebenden von Nutzen sind, 1i®t sich nach den bisherigen Befunden mit 
_ organischen Lésungen nicht bejahen. Wahrscheinlicher ist, daB sie, wie 
-Atmungsversuche ergeben haben, diuferst sparsam mit den aus CO, 
_aufgebauten  Kohlenstoffverbindungen. umgehen und wenigstens in 
Zeiten, wo der oxydierbare Stickstoff fehlt, nur einen ungewohnlich 
_ triigen Stoffwechsel zeigen. 


SchluBbetrachtungen. 
In der vorliegenden Arbeit wurden die Lebensbedingungen der 


_ Nitrifikanten untersucht. Bei der Priifung der Nihrsalze fiel das grofe 
Magnesium- und Phosphatbediirfnis auf. Vielleicht steht 


diese Ergcheinung in enger Beziehung zu der enzymatischen Kohlen- 
hydratspaltung. Nach Angaben von Lohmann (1931, a, b). und von 


- », Euler und Adler (1937) besteht die Co-Zymase, die den Verlauf des _ 
 Kohlenhydratabbaues steuern hilft, aus einem Magnesiumsalz und der 
_ Adenylpyrophosphorsiure. Sollten ftir, diesen Kohlenhydratabbauproze 


Magnesium und Phosphat gebraucht werden, so erhielte meine Auf- 


fassung, daB auch den Nitrifikationsbakterien ein dissimilatorischer 


Stoffwechsel zukiime, eine erneute Bestiitigung. Allerdings kénnte das 


~ gleiche oder ein dihnliches Ferment auch am Aufbau der Kohlenhydrate 


beteiligt sein. 


- Inkubationszeit hernach die steilsten Wachstumskurven. Mit dieser Unter- 


H. Bomeke: 


Weiterhin wire noch zu iiberlegen, ob nicht das Magnesium an de 7. 
©-0.-Reduktion beteiligt ist. Es wiire denkbar, dai in der. autotrophe n 
Bakterienzelle eine farblose Variante des _Chlorophylls existiert, mit ; 


diese Variante si Jeeta Knalioh Ret mit dem farblosen Mg-haltigen 
Protochlorophyll. Man kénnte auch daran denken, dai das Phosphat— 
zum Aufbau von Chromatin bzw. Kerniquivalenten verwendet wird. 

Welcher oder ob alle erwiihnten Fille oder noch andere zutreffen, 
sei einstweilen dahingesteilt. Sicher ist jedenfalls, da® Mg und POW 
im Stoffwechsel der Nitrifikanten eine iiberaus wichtige Rolle spielen. _ 

Eine nicht minder wichtige Aufgabe scheinen auch die H-lonen 
und die Kohlensaiure zu haben. "Der: Versuch tiber Karbonatmangel 
hat bewiesen, daB der Nitratbildner seinen COs-Bedarf aus der Atmo- 
sphire beziehen kann. Doch geniigen die Mengen offenbar nicht zum 
normalen Ablauf der Nitrifikation.. Zusatz von Karbonat zur Kultur- — 
lésung wirkt gewissermafen als ,,CO.-Diingung’. Aus verschiedenen 
Beobachtungen zu schliefen, diirfte allen die gasférmige Kohlen- 
siiure (CO.) im Stoffwechsel der Nitrifikanten Verwendung finden. 
Damit wire die groBe Empfindlichkeit gegen zu hohe “Alkalitit | 
erklirlich. Bei hohem pu-Wert ist die Kulturlésung relativ arm an 
H-Ionen und als Folge davon auch arm an CQ,. Von einem gewissen 
Siuregrad an wird aus der karbonathaltigen Nihrlésung CO, an die 
Kulturflissigkeit abgegeben und damit die Nitrifikation gefdrdert. 

Bei gleicher Bakterieneinsaat ist daher die Linge der sog. Inku- 
bationszeit im wesentlichen von der zur Verfiigung stehenden CO,- 
Konzentration abhingig. Dies haben mit aller Deutlichkeit die Kul- 
turen mit hoher Schichttiefe bewiesen. Infolge der Ammoniakoxydation 
sinkt in einer Nitrosomonas-Kultur alsbald der pu-Wert. Dadurch 
gleitet die Kulturlésung spontan in einen zu saueren Bereich. Die Lebens- 
bedingungen werden fiir die Nitrifikanten ungiinstiger, wodurch sich 
die Nitrifikationsgeschwindigkeit mehr und mehr verlangsamt. Fiir ein - 
optimales Wachstum ist beim Nitritbildner eine tiberoptimale Reaktion 
zu Anfang vorteilhaft. Deshalb lieferten die Kulturen mit der lingsten 


suchung erklirte sich auch die Anschauung, daB der Nitritbildner nur. 
das gasférmige CO,-Molekiil zum Aufbau der K6rpersubstanz verwerten — 
kann und nicht das HCO;- Ion, wie manche Wasserpflanzen es tun 
sollen (siehe Ruttner 1939, S. 34). 

Die eben angefiihrte Auffassung erklirt auch die oft gemachte 
Beobachtung, dai Nitrifikanten in Reinkulturen schlechter redeilen f 
als in Gesellschaft mit heterotrophen Begleitern, die CO, ausscheiden — 
und die Kulturlésung damit anreichern. § 

Daf der Nitritbildner schwieriger zu ziichten ist als der Nitrat+ t 
bildner, hiingt sicher mit den labilen Reaktionsverhiiltnissen in 
der Kulturlésung zusammen. Beim Nitratbildner tritt wihrend 
der Nitrifikation keine merkliche Reaktionsverschiebung ein. Der-an-— 
fiingliche pu-Wert der Kulturlésung bleibt wiihrend der ganzen Ver-— 
suchsdauer praktisch konstant, was beim Nétritbildner nieht der Pally 
: 3 


a 
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ist. Hitte man ein Salz oder Salzgemisch, das die Anfangsreaktion 
-wihrend des ganzen Versuchs anfrechterhielte, so kénnte man sehr 
wahrscheinlic oe mit dem Nitritbildner ebenso out arbeiten wie mit dem 
Nitratbildner.. 

Nach meinen Versuchsergebnissen dient das Calcium nicht aus- 
sehlieBlich zur Abstumpfung der bei der Nitrifikation sich bildenden 
Siure, sondern auch zum Aufbau der Zellen. Wird kein Ca der Kultur- 


Paine zugesetzt, so vermag die Zelle sich fiirs erste zu helfen, indem ° 


sie ihren Vorrat an Calcium bei der Zellteilung streckt. Sobald. aber 
das Ca-Minimum in der Zelle erreicht ist, Keoinmt das Wachstum zum 
Stillstand und damit auch die Nitrifikation. 

Die iibrigen von mir untersuchten Elemente der Nihrlésung werden 
nur in ganz geringen Mengen benétigt. Der Schwefel wird sicherlich 
zum Aufbau schwefelhaltiger Aminostiuren, u.a. auch fiir den Atmungs- 
vorgang bendtigt. Wenn bislang auch noch keine Atmungsfermente 
bei den Nitrifikanten gefunden wurden, so ist damit noch nicht be- 
wiesen, da® sie nicht existieren. Sehr wahrscheinlich waren die Unter- 
suchungsmethoden noch zu grob, um diese nachzuweisen. Vieles deutet 
jedenfalls daraufhin, da ein dissimilatorischer Stoffwechsel bei den 
-autotrophen Nitrifikationsbakterien vorhanden ist: So z.B. die Not- 
wendigkeit des Kisens, das Mg- und PO,-Bediirfnis, die O.-Aufnahme 
und die CO,-Abgabe, die nach dem NitrifikationsprozeB (s. Bomeke 
1939) beobachtet werden konnten. 

Das Kalium-Bediirfnis des Nitratbildners und sehr wahrscheinlich 
auch des Nitritbildners diirfte nicht besonders groB sein. Man darf 
dabei allerdings nicht vergessen, dai die Nitrifikanten in einer ver- 


‘ 


bilden. Doch méchte ich meinem Versuchsergebnis beziiglich des Ka- 
| liums nicht allzu groBe Bedeutung beilegen, weil aus dem Jenaer Ge- 
riteglas vielleicht gentigend Kalium fiir den Aufbau- und Betriebs- 
stoffwechsel abgegeben wurde. 

Die Hemmungen durch iiberdosierte N-Gaben sind nicht auf osmo- 
tische Wirkungen zuriickzufiihren. Das Meyerhof weit héhere Maximal- 
-werte fand, hat zweierlei Griinde: Einmal fiihrte er seine Versuche 
“unter weniger natiirlichen Bedingungen mit angereicherten Kulturen 
durch; zum anderen arbeitete er in mehr alikalischem Gebiet. Im 
sauren Milieu werden nach Angaben von Mevius und Dikussar Mais- 
wurzeln durch Nitrite stirker geschidigt als in alkalischem. Dieser 
‘Befund liGt sich wabrscheinlich auch auf die Zellen der Nitrifikations- 
bakterien, ausdehnen. Damit wire eine Erkliirung dafiir gefunden, daf 
Meyerhof (1916b) etwa die fiinffache Nitritmenge eeben konnte, um 
die gleiche Hemmung zu erzielen, wie ich sie fand, 

Manchmal begegnet man in der Literatur der Anschauung, dai 
wihrend der Nitrifikation stets Nitrit als Zwischenprodukt -auftreten 
pate. Durch einen Versuch mit einem Zusatz von Indigocarmin konnte 
diese Anschauung widerlegt werden. Lat man nimlich in einer Nitri- 
fikationsnhrlésung gleichzeitig den Niétrit- ‘und. Nitratbildner nitrifi- 
2 so entfirbt iets das Indigo nicht, d.h. es tritt keine freie salpe- 


” 


hiltnismaBig groken Nahrlésungsmenge nur wenig Bakterienzellen | 


Se aOR he Nitratbildner in der Kilturlosung aL oa 
An dieser Stelle sei auch darauf hingewiesen, da der Nitratbil 
“nicht durch N H,- Tonen, sondern nur durch freies NH; geschiidigt. 
Bereits in meiner frilheren Veréffentlichung (1939) habe ich darauf 
gewiesen, daB wir zwischen NE Jonen und pel Molekiilen unter- 
scheiden miissen. “Ss 
Die Verlangsamung, welche ‘die Nitrifikation durch Kolloidausata 
erfihrt, kénnte vielleicht damit im Zusammenhang stehen, dab | 
Kolloide sich wie eine Schutzschicht um die Molekiile bzw. Ionen. des 
Nahrsubstrats legen und dadurch die Nitrifikation erschweren. Ma 
wiirde die Kolloide dann besser als Katalysatorgifte bezeichnen. | Ob 
auch die schidliche Wirkung der léslichen organischen Substanzen 
ebenfalls auf die gleiche Ursache surtickzufihren, ist, sei dahingestellt. 
Sicher ist jedenfalls, daB sowohl die léslichen organischen Ver 
bindungen wie die Kolloide des Agars und die Kieselsiure den Nitri- 
fikationsgang des Nétrit- und auch des Nitratbildners verlangsamen. 
Die Angaben Rippels (1936) tiber den giinstigen EinfluB des Agars a 
heterotrophe Mikroorganismen lift Sch auf "scatotrophe Nitrifikation; 
bakterien nicht ausdehnen. Hier liegen hochstwahrscheinlich | gang 
andere Vorgiinge zugrunde. 
Wie lassen sich nun meine Vormucbabn eummset mit phe in der Natu 
gemachten Beobachtungen in Einklang bringen? Bei meinen Reaktio: 
bestimmungen erwies sich, daf unterhalb po = 5 keine Nitritbildung 
mehr méglich ist. Wenn aber der Nitritbildner kein Nitrit produzier 
kann auch der. Nitratbildner nicht nitrifizieren. Das liuft praktisch 
darauf hinaus, daB bei einer Bodenreaktion pu<5 keine biogene | 
Salpeterbildung méglich ist, wenn im Boden dieselben Lebensbedin- 
gungen wie im Kulturkolben herrschen. Man. findet aber verschiedent- 
lich: in der Literatur Angaben iiber Nitrifikation bei po = 3—4 [vel 
VoB und Ziegenspeck (1928), A. Harder (1981)]. In diesen Fallen kénnten: 
entweder andere Mikroorganismen oder anorganische N-Oxydatio 
vorgelegen haben, welche die Nitrifikation bewirken. In Erwiigung 
ziehen wiire ferner, daB der Boden nie eine hofnogene Masse ist. Hs 
kénnen im Boden Inseln mit-anderer Reaktion als die der Hauptmasse ent-— 
halten sein, die den Nitrifikanten Leben und Vermehrung erméglichten 
Wesentlicher als die oben angefiihrten-Griinde ist m. E., daf im Bod 
eine grobe Anzahl Orgnismen lebt, die CO, ausscheiden. Der leben 
Boden ist in der Regel CO.-gesittigt. Die Nitrifikanten finden also 
auch in einem sauren Boden bei einer Reaktion noch hinreichend viel 
CO,, bei der in einer Reinkultur ein Leben infolge CO,-Mangels nicht. 
mehr méglich ist. Wie wiire es sonst denkbar, daB bei oe Werten unter | 
5 noch Nitrat gebildet werden kénnte? 
Da im Boden zuerst der Nitritbildner oxydieren mub, poe der: 
Nitratbildner Salpeter bilden kann, ist es auch merkwiirdig, dab b 
einer Temperatur von 10°C beim -Nitritbildner in Reinkultur so gut 
wie keine Nitrifikation beobachtet werden konnte, wiihrend in Béden 
zwischen 0 und 38°C noch Salpeterbildung stattfinden soll. Ebens 
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deutet das Salpetermaximum im Friihjahr auf eine Ammoniakoxydation 
im Winter hin. Man kénnte hier wiederum an eine abiogene Salpeter- 
_bildung denken oder an Mikroorganismen, die bei niederer Temperatur 
nitrifizieren. Doch der wahre Grund der Salpeteranhiiufung iny Boden 
| wahrend der kalten Jahreszeit ist wohl der, da® im Winter die Haupt- 
‘konsumenten des Salpeters, die griinen Pflanzen, in Kiltestarre ver- 
harren und wihrend dieser Zeit keine nennenswerten Nitratmengen 
aufnehmen.. Wird im Winter auch bedeutend langsamer nitrifiziert, 
so diirften sich doch im Laufe der Monate Nitrate anhiiufen. Mit dieser 
_Anschauung kénnte auch das Salpetervorkommen in den Tundren er- 
klirt werden. © ; : : 

In der Literatur tiber Nitrifikationsbakterien ist die Ansicht ver- 
-breitet, daf diese recht kurzlebig sind. (Vgl. Boltjes, Hes, Fred und 
| Davenport u.a.m.) Mein Untersuchungsergebnis diirfte dieser An- 
~schauung widersprechen. Wenn in einem staubtrockenen Boden nach 
6 Jahren in einer kleinen Menge von 50mg Boden noch lebende Nitrifi- 
_kationskeime enthalten sind und die Nitrifikationskraft keineswegs 
den Anschein erweckt, daf8 sie im Erléschen begriffen ist, kann man 

diesen Organismus nicht kurzlebig nennen. Wenn selbst in Fliissigkeits- 
_kulturen nach 3—4 Jahren noch nitrifizierfihige Abimpfungen zu er- 
halten sind, so miissen wir auch in dieser Hinsicht unsere Vorstellung 
_dndern, Die negativen Ergebnisse sind anscheinend von Kulturen unter 
ungiinstigen Lebensbedingungen gewonnen. 
Aus obigen Uberlegungen ist der Schlu8 zu ziehen, daf unsere 
_Laboratoriumsversuche nicht ohne weiteres mit den Ergebnissen in der 

Natur iibereinzustimmen brauchen. Erst bei griindlicherer Durch- 
_arbeitunglésen sich die scheinbaren Widerspriiche. ¢ 


E. Zusammenfassung der wichtigsten Ergebnisse. 


. In N&hrlésungen mit den reinsten Chemikalien und destilliertem 
‘Wasser ist die Nitrifikation gehemmt. Mg- und PO,TIonen_ be- 
nétigen die Nitrifikationsbakterien in eréBeren Mengen; von den 
iibrigen Elementen geniigen bereits Spuren. 

2. Als maximale Gaben oxydierbarer N-Verbindungen, die ohne we- 
 gentliche Stérung nitrifiziert werden, wurden fiir den Nitritbildner 

8¢ (NH,),S0,/Liter und fiir den Nitratbildner ebenfalls 7—8 g 
: NaN O,/Liter gefunden. ; 
3..Das Temperaturintervall des Nitritbildners ist enger und sein 

«Optimum liegt hoher als beim Nitratbildner. Sra 

4, Kolloide des Agars und der Kieselsiiure verzégern die Nitrifikation. 

a: Weniger die organische Natur des Agars als vielmehr der kolloidale 

Zustand stort den Nitrifikationsablauf. FF 

5. Trotz vergroRerter Schichttiefe wird eine 0,1°/o (NH4)25 04 ent- 

haltende Nihrlisung schneller nitrifiziert als eine 0,2%/oige. - 

6. In Neutralrot wurde ein fiir den Niétritbildner brauchbarer Indi- 

kator gefunden, der makroskopisch den Beginn der Nitrifikation 

in Flissigkeitskulturen anzeigt. Als organische Substanz scheint 
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Neutralrot den Nitrifikationsablauf des Nitritbildners und im ge-_ 
ringeren MaBe auch des Nitratbildners zu hemmen. ; 
In “Erlenmeyerkolben mit hoher Schichttiefe wurden Schwirm-) 
stadien des Nitritbildners beobachtet. , 
Mittels Indigocarmins konnte nachgewiesen werden, dai wihrend 
der Nitrifikation in den Nitritbildner-Kulturen keine gréfere Menge — 
Nitrit. auftritt, wenn gleichzeitig der Nitratbildner zugeimpft wird, 
d.h. mit andern Worten: Trotz Gegenwart von Ammonsulfat ver-_ 

~ mag der Nitratbildner ohne merkliche Verzégerung zu nitrifizieren. 
In einer Q,4°% Calciumkarbonat enthaltenden Nahrlésung treten — 
beim Nitritbildner die geringsten N-Verluste auf. 
10. Unterhalb po 5 konnte beim Nitritbildner in Nihrlésung keine Ni- 
trifikation nachgewiesen werden. Durch Erhéhung der Schicht 
tiefe trat stiirkere Ansaiuerung der Nahrlésung und damit Ver- 
zogerung der Nitrifikation ein. In der sog. logarithmischen Phase — 
erfolgte etwa alle 151/2 Stunden eine Zellteilung des Nitritbildners. — 
kde Das Chlorid des Ammonsalzes wird wesentlich schlechter nitrifi- 
ziert als sein Sulfat. j 

12. Nicht das NH,-Ion, sondern das N H,-Molekiil wirkt nachteilig aut ; 
_ Nitrobacter. 
13. Nach sechsjihrigem Hungern in staubtrockenem Boden und nach 
dreijihrigem Hungern in ausnitrifizierter Kulturlésung waren die — 
Nitrifikationsbakterien nicht abgestorben. 
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(Aus den Botanischen Anstalten der Universitit Gottingen) 


Erfahrungen und Bemerkungen zum 
Phycomyces-Test auf Vitamin B, 


Von 


Hans v. Witsch. 
te Mit 2 Textabbildungen. 
(Eingegangen am 7. Oktober 1947.) 


4Im Zusammenhang mit Arbeiten, die sich mit der Stoffproduktion 


-autotropher Mikroorganismen befaBten (Harder und v. Witsch 1942a 


und b), war auch die Frage nach deren Gehalt an Wirkstoffen auf- 


getreten. Entsprechende Untersuchungen iiber. das Vorkommen von 
Aneurin wurden mit Hilfe des Phycomyces-Testes ausgefiihrt. Uber: 
hierbei gewonnene Erfahrungen bei der Durchfiihrung des Testes soll 
im Folgenden berichtet werden. 

Der Riesenschimmel Phycomyces Blakesleeanus wurde von Schop- 
fer und Jung (1938, dort auch weitere Literatur) als Testorganismus 
fiir die Aneurinbestimmung eingefiihrt und seine Eignung hierfiir durch 
zahlreiche Untersuchungen bewiesen. Zuletzt hat sich Thren (1941) 
mit dieser Frage beschiftigt und eingehende Arbeitsvorschriften fiir 
die quantitative Durchfiihrung des Testes gegeben. Im Laufe der vor- 
liegenden Untersuchungen gewonnene Erfahrungen zeigten jedoch, daf 
der von Thren vorgeschlagene Weg nicht in allen Fallen gangbar ist 
und da durch gewisse Anderungen in der Versuchstechnik noch ver- 
jaBlichere Resultate gewonnen werden kénnen. ; 

Es ertibrigt sich, die Versuchsanstellung in allen Einzelheiten ein- 
gehend zu schildern, dies ist bereits in den oben angefiihrten Arbeiten, 
von Schopfer und Jung bzw. Thren geschehen. Hier sei nur kurz der 


Gang der Untersuchungen skizziert und im Anschlu8 daran die Ab- | 


weichungen von der durch Thren vorgeschlagenen Methodik niher be- 
griindet und erliutert. 

Alle Kulturen wurden in 100 cem-Erlenmeyerkolben aus Jenaer Glas 20 — 
angesetzt; jeder Kolben enthielt 20 cem der von Schopfer (1939) angegebenen 
Nahrlésung mit verschiedenen Zusiitzen von Pflanzenextrakt bzw. von 
reinem kristallisiertem Aneurin (Merck). Auf eine. Anderung im Ansatz der 
Grundnihrlésung, die aus praktischen Griinden notwendig wurde, wird 
weiter unten noch eingegangen. Es wurden stets gleichzeitig 4 Konzen- 
trationsstufen der zu priifenden Extrakte und 6—7 Vitaminkonzentrationen 
angesetzt. Jede Stufe bestand aus 5 Einzelkolben. Die héchsten Konzentra- 
‘tionen wurden durch Vermischen des zu priifenden Pflanzenextraktes bzw. 
der Vitaminlisung mit der gleichen Menge doppelt konzentrierter Nahr- 
lésung hergestellt. Durch Zusammengiefen dieser Ausgangskonzentrationen 
mit gleichen Teilen normaler Nahrlésung wurden die niedrigeren Konzei- 
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‘Sporensuspension in sterilem doppelt destilliertem Wasser. Zu ihrer 


_aus den Vergleichsserien mit Zusatz von reinem Vitamin Bi, wurden aus den 


. Form von reinem weifem Kristallzucker fast ebenso gut verwe. 
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_gleichs- und Kontrollserie mit zusatzfreier Nihrlésung bzw. mit abn 
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trationen. in geometrischer Verdiinnung hergestellt. Steritisigtt pies 
mal je 80 Minuten im Dampftopf, beimpft mit je 1 Tropfen einer ‘schw: 


stellung wurden aus einer Agarstammkultur einige Sporangien. mit. 
Platinnadel entnommen und im Wasser verteilt. Einfaches Abschwem 
der Sporen aus dem Agarréhrchen kann unter Umstanden Wirkstoff 
iibertragen und eine zu hohe Lage des Anfangspunktes der Testkurven 
dingen. Die Kulturen standen bei Zimmertemperatur im diffusen Tages 
die Kulturdauer betrug je nach der Jahreszeit 10—11 Tage. Zur Auswertu 
wurden die einzelnen Mycelien nach 4stiindiger Trocknung bei. 105°. 
wogen und aus den je 5 Einzelwerten jeder Stufe das durchschnittliche 
wicht berechnet. An Hand der Testkurve jeder Versuchsreihe, gewonne 


mittleren Erntegewichten der 4 Extraktkonzentrationen die Bi-Werte der 
priiften Probe auf 1g Trockengewicht berechnet. Der Mittelwert aus d 
Einzelbestimmungen der 4: Konzentrationsstufen wurde dann als der vi 
mingehalt des betreffenden Objektes angegeben. 

_ Soweit in kurzen Ziigen der Gang der Versuche. Etwas naher 
miissen noch die foleeriden Punkte besprochen werden, in— denen” sich 
Abweichungen von dem durch Thren vorgeschlagenen Verfahren 
giinstig erwiesen hatten. c 


Die Nahrlésung. Die Nihrldsung ‘enthiilt als Kohlens 
quelle Glykose. Da diese nicht in der nétigen Menge zur Verfiig 
stand, muBte im Laufe der Untersuchungen nach einem Ersatz gesucl 
werden. Es zeigte sich in zahlreichen Versuchen, da Rohrzucker | 


werden kann. ane in nelenon Fallen enthielt er als fa a 


anderen Griinden zu vie dean Versuche euler noch ‘eine Vee 


stuftem Vitaminzusatz angesetzt. Dadurch konnten etwaige Fehler, be- — 
dingt durch unreinen Tracker, stets sicher erkannt und vermioden werden. 
Die verwendete Grundnihrlisung hatte demnach folgende Zusammen-— 
setzung: Doppelt destilliertes Wasser 1000 ecem, Rohrzucker 30 gy? 
Asparagin 1g, MgSO. TH,O 0,5 g, KH2P Og 1,5 g. Ohrie Zusatz von 
Vitamin entwickelten sich in ihr stets nur einzelne. kleine Fléckchen — 
von untergetauchtem Mycel mit einem Trockengewicht von 0,2—6,3 mg 
je Kolben. Meistens lagen die Erntegewichte zwischen 3 und 6 mg, 
Verwendung ciner besonders giinstigen Rohrzuckerprobe ergaben sich 
Gewichte von 0,2—2,4mg. Diese Werte liegen durchaus im' Rahmen — 
der auch bei Verwendung von reinster Glykose gefundenen Zahlen 
die nach eigenen Erfahrungen und nach Schopfers Angaben zwischen 
2 und 5 mg liegen. a: 

Die Herstellung der Extrakte. Die Extraktion des zu 
priifenden Materials erfolgte in der tiblichen Weise durch einstiindiges 
Kochen im Dampftopf. ‘Die Ergebnisse waren gleichmi®iger, wenn 
zum Extrahieren nicht frisches, sondern im Trockenschrank bei 1050 
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-getrocknetes Material verwendet wurde.. Manche Algenarten enthalten 
offenbar Stoffe, welche die Entwicklung von Phycomyces stéren. Diese 
-Hemmstoffe wurden in vielen Fillen durch die Trocknung unwirksam. 
Bei vielen anderen Algenarten ergaben sich keine Unterschiede zwi- 
Schen der Verarbeitung von frischem und von getrocknetem Material, 
doch wurde im Interesse méglichst einheitlicher Versuchsbedingungen 
die Trocknung auch bei diesen Formen durchgefiihrt. Zur Extraktion 
wurde die trockene Algenmasse mit etwas doppelt destilliertem Wasser 
nach schwachem Anséuern mit KH,PO,-Liésung im Achatmorser zu _ 
einem feinen Brei verrieben und dann nach Zusatz der fiir den spiiteren 
Versuch notwendigen “Wassermenge in den Dampftopf gebracht. 

Kine Zerstérung der einzelnen Algenzellen beim Verreiben,; wie sie 
durch -Zusatz von gegliihtem Kieselgur erreicht werden konnte, hatte 
_ keinen Einflu®B auf die Ergebnisse. Die Extraktion war auch ohne dies 
_ praktisch erschépfend. Nach der Extraktion wurden die Extrakte durch 
 Zentrifugieren vom Riickstand getrennt und die einzelnen Serien in der 
 eingangs erwiihnten Weise angesetzt und beimpft. 

Se Die Bestimmung der Myceltrockengewichte. Ab- 
_ weichend von Thren, der die Mycelien auf tarierte Filter bringt, trocknet 
und wiegt, wurde hier der Inhalt der einzelnen Kolben in feinen Sieben 
aus Messingdraht aufgefangen. Die Mycelien wurden darin zuerst in 
 Leitungswasser, dann in destilliertem mehrmals griindlich gespiilt. Die 
_ gesptilten Mycelien wurden in den Sieben mit einer Pinzette aufge- 
hommen, zusammengekniuelt und durch vorsichtiges Ausdriicken auf 
_mehreren Lagen Filtrierpapier vom anhaftenden Wasser befreit. Dann 
kamen sie in Wiegeglisern in den Trockenschrank und wurden bei 
105° durch 4 Stunden getrocknet. 
~Die Mycelien stellen auBer bei ganz geringen Wirkstoffkonzentra- 
‘tionen zusammenhiingende Massen dar, die leicht und verlustlos als 
Ganzes verarbeitet werden kénnen. Auch die Ernten der niedrigsten 
_ Konzentrationsstufen lassen sich bei einiger Sorgfalt auf diese Weise 
behandeln, ohne da®& Mycelfléckchen verlorengehen. Nicht erfaSt wird 
pei dieser Methode nur ein Teil der reifen Sporen bei kriiftig ge- 
wachsenen Serien. Doch dieser Verlust ist gewichtsmifig so gering, 
da er praktisch iiberhaupt keine Rolle spielt und durch die Vorteile 
des Verfahrens reichlich aufgewogen wird. : 

Die trockenen Mycelien sind kaum hygroskopisch. Sie haften, 
wenn sie nur gut gespiilt worden waren, nicht am Glase, so dab ohne 
_weiteres alle 5 Ernten einer Konzentrationsstufe gemeinsam in einem 
> Wiegeglischen getrocknet und die Mycelien nach dem Auskiihlen im 
_Exsikkator einzeln und ohne Wiegeglas auf einer guten Dampfungs- 
“ waage gewogen werden konnten. Hierdurch wurden Fehler, die durch 
die starke Hygroskopizitaét exsikkatortrockener Filter leicht eintreten 
_kénnen, vollkommen vermieden. Da die Mycelien auf 0,5mg genau 
} gewogen werden sollten, ein trockenes Filter von 9 cm Durchmesser 
an der Luft in kiirzester Zeit aber mehrere mg Gewichtszunahme zeigen 

kann, sind Wiegefehler bei der Verwendung von Filtern fast nicht zu 
_yermeiden, falls nicht jede Probe einzeln im Wiegeglas gewogen werden , 
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kann. Dies wiirde jedoch bei Versuchen mit mehreren 100 Einzelkolben — 
eine recht umfangreiche Ausriistung an Trockensehrinken, Exsikka- 
toren und Wiegeglisern erfordern. Diese Schwierigkeiten werden durch 
die vorgeschlagene Erntemethode vermieden. Hin getrocknetes Pilz- 
mycel von 63mg Gewicht zeigte nach 5 Minuten langem Liegen an der 
Luft nur 0,2 mg Gewichtszunahme. 

Die Testkurve. Die Auswertung der Versuche erlolgt so, _ 
daB die nach Zusatz von Extrakten erzielten Myceltrockengewichte an 
Hand einer Testkurve in Aneurinwerte umgerechnet werden. Die Test- 
kurve wird erhalten, indem in einer besonderen Serie zur Grundndhr- 
lésung reines Vitamin B, in steigender Konzentration zugesetat wird — 
und die entsprechenden Myceltrockengewichte festgestellt werden. 
Thren verwendet als Bezugsbasis eine ein fiir alle mal aufgestellte — 
Standard-Testkurve, da er gefunden hatte, daB zu verschiedenen Zeiten 
durchgefiihrte Kontrollserien stets iibereinstimmende Erntegewicht 
ergaben und die Versuche gegen Schwankungeu der Zimmertemperatur 
weitgehend unempfindlich waren. ; 

Nach den Erfahrungen, die bei den vorliegenden Untersuchungen 
gemacht wurden, welche unter Verwendung des (+)-Stammes der im 
Géttinger Institut vorhandenen Phycomyces-Kulturen ausgefiihrt wor-_ 
den sind, erschien es unumginglich notwendig, zu jeder Versuchs- 
gruppe auch gleichzeitig eine eigene Bezugsserie anzusetzen und die 
Versuche auf diese zu beziehen. Dies diirfte sich wohl grandsatzlich 
immer empfehlen, denn auch Schopfer (1941) stellte in seinen Be- 
merkungen zu Threns Arbeit fest, daB gewisse Schwankungen in der © 
Wachstumsintensitit auch bei konstanten AuBenbedingungen unver-_ 
meidbar sind und daher der Bezug verschiedener \ersuchsgruppen 
auf eine einmal aufgestellte Standard-Testkurve zu Fehlresultaten 
fiihren kann. Dies gilt um so mehr, wenn die Versuche im Zimmer, 
also in einem nicht temperaturkonstanten Raume, aufgestellt werden 
und die Arbeiten sich iiber lingere Zeitriiume erstrecken. 

In Abb.1 sind die Kurven der Myceltrockengewichte bei abge- 
stufter Aneurinkonzentration von 3 Versuchen wiedergegeben. die sieh 
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auf einen Zeitraum von iiber einem Jahr verteilen. Sowohl das crziel- 
bare Héchstgewicht bei optimaler B,-Konzentration wie vor allom der 
Verlauf der Kurven im ansteigenden Teil weisen fiir die einzelnen 
Kurven recht erhebliche Schwankungen auf, die die Verwendung ciner 
gemeinsamen Bezugsbasis fiir alle Versuche mit Fehlern belasten wiirde. 


Diese Schwankungen kénnen keinesfalls auf verschiedenen Wirk- 
stoffgehalt des verwendeten Rohrzuckers zuriickgetiihrt werden, denn 
dies wiirde sofort, wie bereits oben erwihnt, an stirkeren Unterschieden 
der Erntegewichte der Kontrollserien ohne Wirkstoffzusatz zu erkennen 
sein. Schopfer (1941) fiihrt solche UnregelmiBigkeiten auf unvermeid- 
bare Unterschiede im Gehalt an stark wirksamen Spurenclementen in 
verschiedenen Nihrlésungsansitzen zuriick. Er berichtet von Ernte- 


-steigerungen bis zu 15%, die hierdurch bedingt sein kénnen. Abge- 


sehen von diesen auf der Wirkung von Spurenelementen beruhenden 
Schwankungen kénnen doch auch, wie sich 6fters beobachten lief, 


-Anderungen in der Zimmertemperatur wihrend der Kultur auf die 


Erntegewichte von EinfluB sein, und zwar vor allem bei den sub- 
optimalen Vitamin- bzw. Extraktzusiitzen, welche an sich tiir die Aus- 
wertung der Versuche am geeignetsten sind. 


Die Auswertung der Versuchsreihen. In Uberein- 
stimmung mit Thren zeigte sich auch hier, dai gerade jene -xtrakt- 


-Kkonzentrationen die verlaBlichste Auswertung erlauben, welche svb- 


optimalen Vitaminmengen entsprechen. Man ist in jenem Bereich 
sicher, daB wirklich nur das Vitamin als begrenzender Faktor fiir 
das Pilzwachstum wirkt und Stickstoff (Asparagin) noch im UbersehuS 
vorhanden ist. Ni&hert man sich jedoch der optimalen Wirkstoff- 
konzentration, so kann, wie im Einzelnen bei Thren na&her ausgeftihrt 


ist, auch eine Erhéhung der Stickstoffkonzentration zu einer Steigerung 


des Pilzwachstums fiihren. Der Zusatz starkerer [xtraktkonzentra- 
tionen, wie er bei vitaminarmen Substanzen durchaus notwendig sein 


kann, kann aber durchaus zu einer merklichen Vermehrung des Ge- 


haltes an organischem Stickstoff fiihren, da die Grundndhrlésung an 
sich arm an solchem ist. Eine Erhéhung der Ausgangskonzentration 
der Nihrlésung an Asparagin hat aber nach Schopfer unregeimiibigeres 
Wachstum und stirkere Streuung der Erntegewichte zur Folge. 


Im Laufe der Untersuchungen kamen Fille: vor, wo bei den héch- 
sten Extraktkonzentrationen Mycelgewichte gefunden wurden, dic 


etwas iiber den mit reinen Vitaminzusiitzen erzielbaren Maximal- 
-gewichten lagen. Dies legte den Verdacht einer derartigen Stickstoff- 
-wirkung nahe. Um die Frage zu kliiren und die VerléBlichkeit der 


“Methode nocimals zu iiberpriifen, wurden Versuche angesetzt, bei 


denen mit der normalen Testserie eine weitere mit denselben Vitamin- 
konzentrationen, aber mit einer Erhéhung des Asparaginzusatzes in 
der Grundnihrlésung verglichen wurde. Als Vitaminstufen wurden 


Zusitze von 0,00, 0,01, 0,02, 0,04, 0,08, 0,16 und 0,327 je 20 ccm Nahr- 


lésung verwendet. Die Asparaginkonzentration der einen Serie wurde 
um 4,4°% yon 20mg je Kolben auf 20,87 mg erhoht, dies war ein Mehr- 
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faches von dem, was in ‘leit héchsten. “Extraktkonzentrationen im 
giinstigsten Falle an organischem léslichem Stickstoff zugefiihrt_ wu 
Abb. 2 zeigt das Ergebnis dieser Versuche. Bis zu Exntegewichten 
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Abb. 2. Erntegewichte bei normalem (OQ) und bei erhéhtem (@) pei rmtnir 72 “ 


‘etwa 45 mg, sptoniathend etwa 0 oe Aneurin je mothe: macht - der 
Zusatz tiberhaupt nichts aus, dann tritt eine leichte Erhéhung der 
Mycelgewichte ein. Es sind also gerade die suboptimalen Zusiitze, 
welche die verliBlichsten Resultate ergeben. Es wurden daher stets nur 

jene Versuchsserien zur Auswertune Ee ae welchig” Exnter 
unter 45 mg ergaben. ‘ 


5" ‘ Die Kurven der Abb.2 zeigen das Ergebnis im “‘Uberblick. Um ein 
Bild von der VerliBlichkeit derartiger Messungen zu geben, sind in | 
Tab. I die Erntegewichte der 5 Kolben jeder. Vitaminkonzentration 
im Einzelnen wiedergegeben. AuBerdem sind noch 2 Versuche ang aS 
fiihrt, in welchen stichprobenweise nicht nur der Stickstoff-, sondern 
auch der Phosphatgehalt (von 30mg auf 32mg je Kolben) erhoht t: 
worden war. Es zeigte sich erwartungsgemiB, dah. dies auf das Ernte-_ 
gewicht ohne EinfluB ist. ae 
Zur Priifung der Brauchbarkeit der Methode wurden auch einige ; 
Bestimmungen ‘an Objekten ausgefiihrt, deren Vitamin B,-Gehalt aus 
der Literatur bekannt und vor allem tm Tiertest ermittelt worden 
war. Auf die groBen Differenzen von z.T. 100—200%o beim Vergleich 
der Angaben verschiedener Autoren ist bereits an anderer Stelle— 
(v. Witsch 1947) hingewiesen und eine mégliche Ursache dafiir ange- 
geben worden. Nach ‘Stepp- Kiihnau-Schroeder besitzt Wirsing in rohem 
Zustand einen Aneuringehalt von 120—160y7 je 100g. Der ‘Phycomyces: 
test ergab 1307 bei der Extraktion.von frischem, 85y bei der Verar- 
beitung von vorher getrocknetem Material. Der Wert fiir frischen Wir- 
sing stimmt also heaterts iiberein, die Trocknung vor der Extraktion 
hatte hier im Gegensatz zu den Befunden an. Algen ein Absinken des | 
Wertes zur Folge. Fiir Weizen ergab der Phycomycestest 3807, dies 
liegt unter dem aus der Literatur bekannten Gehalt von 4807 bei 
Lehnartz baw. 450—650 7 bei Stepp- -Kiihnau-Schroeder. 
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Phycomyces (in mg) bei-normalem und bei erhéhtem 
Asparagingehalt sowie bei Erhéhung der Asparagin- 
und Phosphatkonzentration 


~Tabelle I. Einzel- und Mittelwerte der Erntegewichte von 


Vitaminkonzentration 


0,00 0,01 0,02 |° 0,04 | 0,08 0,16 | 0,32 | 0,64 
halldsung 95 14,0 | 24,0 39,0 55,0 55,0 57,5 
i 10,5 16,5 245 | 365 56,0 60,0 59.0 
M=5,4")| 10,0 145 | 250 | 370 | 545 | 530 | 595 
. 11,5 15,5 25,0 40,5 50,0 58,0 52.0 
10,5 14,0 24.0) 34,5 51,0 =2) 55,0 
| M==10,4 | M= 14,9, M= 24,5) M-=37,5| M=53,3, M-=56,5| M=56.6 
hter Aspa- 9,0 15,0 20,5 30,0 57,5 59,5 
rinzusatz 5 13,5 22,0. 33,0 DasO 61,5 
2 85 | 13,0 19,5 38,0 53,0 65,5 
ae 9,0 12,5 21,0 40,0 53,5 63,0 <i 
= 9,5 —?) 226 34,5 61,5 — 
< M= 9,1 |M=13,5| M—21,0) M—36,3|M—55,6|,M— 62,4 
hter Aspa- 2 575. 63,5 
-und Phos- ; 53,0 61 m3) 
usatz — = ma an ae 54,0 61,5 
=. . aes 56,0 65,0 os 
56,5 62,0 
| M —55,4| M—61,8 


1) Mycelspuren aller 5 Kolben gemeinsam geerntet 
. *) Kolben durch Fremdinfektion ausgefallen. 


© Die Ausnutzung des dargebotenen Aneurins 
durch Phycomyces. Schopfer (1939) bespricht in. seiner um- 
_fassenden Darstellung auch die quantitativen Zusammenhinge zwischen 
gebotener Aneurinmenge und erzielter Mycelmasse. Er definiert jene 
_ Aneurinmenge, welche den Pilz in die Lage versetzt, unter genau defi- 
_nierten Versuchsbedingungen bei optimaler Vitamindosis 1 mg Trocken- 
_masse zu erzeugen, als eine Phycomyceseinheit und sieht diese Grofe 
als biologische Konstante an. Ihr Wert liegt nach den Untersuchungen 
_ Schopfers bei 5 my und kann zwischen 4 und 6 my schwanken. Da sub- 
optimale | Vitaminkonzentrationen . vom Pilz vollkommener ausgenutzt 


werden kénnen, ergeben sieh fiir niedrigere Wirkstoffmengen giinstigere 


_Verhiltnisse-zwischen Vitaminmenge und Erntegewicht. 
: Die Aufstellung einer wohldefinierten Phycomyceseinheit kénnte 
-vielleicht den Gedanken aufkommen lassen, das Testverfahren dadurch 
gu vereinfachen, da® ohne Ansetzen jedesmaliger Vergleichsserien mit 
“reinem Vitamin direkt aus den Myceltrockengewichten auf den Aneurin- 
gehalt der gepriiften Substanzen geschlossen wiirde. Dies scheitert 
jedoch daran, da® die Phycomyceseinheit nur fiir optimalen Wirkstolf- 
-gusatz gilt, die optimale Konzentration jedoch selbst bei Ansatz zahl- 
reicher Verdiinnungsstufen kaum so scharf erfaBt werden kann, dab 
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Natur des Objektes gegebenen Fehlerméglichkeiten beriicksichtigt 
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sie als verliBliche Berechnungsgrundlage fiir die Auswertung dienen~ 
konnte. AuBerdem ist ihre GréBe schon nach den Angaben Schopfers — 
von Fall zu Fall etwas verschieden und kann unter Umstinden noch 
stiirker differieren, wie der folgende Abschnitt zeigt. 

Berechnet man in den vorliegenden Untersuchungen das Verhiiltnis 
zwischen optimaler’ Vitaminmenge und Erntegewicht, so ergeben sich — 
stets wesentlich niedrigere Zahlen. Fiir den in Abb. 2 wiedergegebener i 
Versuch mit Normallésung z.B. folgt bei einer optimalen Aneurin- 
konzentration von 0,177 und einer Trockengewichtsernte von 54,0 mg 
ein Wert von 3,1 als Phycomyceseinheit. Zahlreiche weitere Versuche 

ergaben im Mittel 2,9, die Einzelwerte lagen zwischen 2,0 und 3,5. 

Nun wichen allerdings aus praktischen Griinden dic hier ange- 
wandten Versuchsbedingungen von den Schopferschen etwas ab. Doch 
weder der Ersatz der Glykose dureh Rohrzucker, noch der Umstand, — 
daB die Kulturen im Zimmer, also nicht bei konstanter Temperatur, 
standen, kénnen fiir diesen Unterschied verantwortlich gemacht werden, 
wie daraufhin angestellte Versuche zeigten. So scheint mir die nahe- 
liegendste Erklirung- zu sein, daB verschiedene Phycomyces-Stéimme 
ein unterschiedliches Ausniitzungsvermégen fiir Aneurin besitzen. 

Als Ergebnis der besprochenen Punkte kann festgestellt werden, 
daf auch nach den Erfahrungen dieser Untersuchungen der Schopfer- 


sche Phycomycestest eine vorziigliche Methode zur quantitativen Be- 
stimmung des Vitamin B,- Gbhaltes darstellt. Er ist an die verschieden- — 
sten Bediirfnisse anpassungsfahig und gibt, sofern nur die durch ist 
werden, verlifbliche Werte selbst bei niedrigstem Vitaminyehalt. 
erfordert weniger Zeit als der Tiertest, kann mit viel weniger Material 


ausgefiihrt orton und _ itibertrifft diesen sowie die chemischen ‘Be- 
stimmungsmethoden durch seine Empfindlichkeit. Etwa 50—100 mg 


o 


der zu priifenden Substanz geniigen bereits fiir die quantitative Be-— 
stimmung. Vitaminmefigen von 0,017” werden bereits sicher erfaBt, - 
qualitativ sind noch geringere Mengen nachweisbar. 


Zusammenfassung. 


Ks wird tiber Erfahrungen mit dem Phycomycestest berichtet, die — 
bei der Priifung des Aneuringehaltes verschiedener Griinalgen gemacht — 


wurden. : 


In einigen Punkten, vor allem bei der Trockengewichtsbestinnung — 
und Aufstellung der Testkurven werden Abweichungen von der dureh | 
Thren mitgeteilten Arbeitsweise vorgeschlagen, durch die die Genauig-— 
keit des Testes erhéht und die Ergebnisse noch befriedigender warden b 
Insbesondere wird die Verwendung einer ein fiir allemal aufgestellten — 
Testkurve als Bezugsbasis fiir zu anderen Zeiten durchgefiihrte Ver- 3 
suche fiir bedenklich gehalten. $ 

Weitere Hinweise fiir die Ausfiihrung des Testes werden gegeben — 


(Zusammensetzung der Nihrlésung, Extraktherstellung und Auswertung 
der Erntegewichte). 
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Kinige Beobachtungen iiber das Verhiltnis zwischen gebotener 
Aneurinmenge und erzielter Pilzmasse werden besprochen. 
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Luftfeuchtigkeit- 


Tou ; = tte 
Bernd Stille. — . orgs 
Mit 2 Textabbildungen. ‘ae : a a 
(Eingegangen am 14. Oktober 1947. < eh res “g F- 


Nach unseren heutigen Kenntnissen stellt Aspergillus glauctis 


gehalt seiner Umgebung. So kann man z. B. bei der Lagerung der 
verschiedenartigsten wasserarmen Lebensmittel (wie Trockengemiise 
Dérrobst, Dauergebick, Dauerwurst usw.) immer wieder die ‘Fest- 
stellung machen, ‘dab —— sobald mit zunehmender relativer Luftfeuch’ 
keit ein bestimmter Grenzwert tiberschritten ist — - Aspergillus glau ; 
bereits deutliche Kolonie- und Sporenbildung aufweist, wihrend alle— 
iibrigen Mikroorganismenarten tiberhaupt noch nicht oder nur sehr 
geringfiigig in Erscheinung treten. Wir sind somit berechtigt, Asper 
gillus glaucus als die Leitform unter den xerophilen Arten zu betrachten. 

Eine zuverlissige Methode zur Ermittlung des Grenzwertes fiir die 
‘Sporenkeimung, das Wachstum und die Sporenbildung von Schimmelpilze n 
und Bakterien hat Walter (1924) bekanntgegeben: Es wird den Organismen 
stets ein geeignetes festes Substrat von gleicher Zusammensetzung geboten, 
wiihrend die relative Luftfeuchtigkeit (r. D. = rel. Dampfspannung) inner- 
halb der VersuchsgefaéBe durch Zugabe von Salzlésungen oder Siiuren ver 
schiedener Konzentration in der gewiinschten Weise eingestellt_ wird. 

In Walter’s ,,Hydratur der Pflanze“ (1931) wird als duBerste Grenze fiir — 
die Entwicklung von Schimmelpilzen eine r. D. von 85°%/o angegeben, In — 
spiteren Untersuchungen, vor allem von Tammes (1937) u. Heintzeler (1939) — 
konnte jedoch nachgewiesen werden, daf dieser Wert noch erheblich unter- § 
schritten wird. Es ist nimlich bei derartigen Versuchen unerliflich, die 
Beobachtungsdauer auf geniigend lange Zeitriume auszudehnen, denn in der 
Nihe des Grenzwertes tritt in manchen Fiillen ein Auskeimen der Sporen 
erst nach mehreren Wochen oder Monaten ein. 

Als Grenzwert fiir die Sporenkeimung von Aspergillus glaucus fand ; 
Heintzeler eine r. D. von 70.8%/o. In guter Ubereinstimmung zu diesem Befun 7 
steht das Ergebnis einer spiteren Untersuchung von Stille (1942), in der als 
iuBerste Grenze fiir die Keimung 70/or. D. ermittelt wurde. Dieses absolute 
Hydraturminimum wird jedoch nur dann erreicht, wenn dem Pilz auber 
einem giinstigen Nahrboden gleichzeitig auch die fiir sein Gedeihen opti- | 
male Temperatur, die etwa 28—30°C betriigt, geboten wird. Sowohl bei — 
héheren wie bei niedrigeren Temperaturen liegen die Grenzwerte fiir o 
Sporenkeimung stets bei einer héheren r. D. 
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Ps Wahrend die Versuche von Heintzeler an Aspergillus glaucus sich ledig- 
lich auf die Temperaturen von 20 und 30° erstrecken, soll in der vorliegen- 
-den Mitteilung ein gré®erer Temperaturbereich dargestellt und dabei ins- 
-besondere der Verlauf der Grenzwertverschiebung bis zum Temperatur- 
Maximum, bei dem gerade noch ein Auskeimen der Sporen erfolgt, beriick- | 
sichtigt werden. : 
: Hinsichtlich methodischer. Einzelheiten sei auf die ausfiihrlichen Avp- 
gaben von Walter (1924) verwiesen, und es soll hier nur kurz erwihnt 
_ werden, daB der fiir die Versuche verwendete Agarnihrboden 1) jn kleineren 
’ Tropfen auf hohlgeschliffene Objekttriger aufgetragen und verrieben wurde, 
um ihn darauf zunichst im Exsikkator zu einer diinnen Membran aus- 
trocknen zu lassen. Das in dieser Weise vorgetrocknete feste Substrat wurde 
_-alsdann kraftig mit Sporen von Aspergillus glaucus beimpft und darauf in 
- die feuchten Kammern iibertragen. Die gewiinschten Abstufungen der r. D. 
~ wurden durch Calciumchloridlésungen verschiedener Dichte bewirkt; dabei 
wurden die Intervalle von Stufe zu Stufe,/insbesondere bei den hdheren 
_ Ca Cle-Konzentrationen, mdglichst eng gehalten (1/o), um eine zuverliissige 
_ Ermittlung der Wachstumsgrenzen’ zu gewiihrleisten. Wihrend der Versuchs- 
_ dauer befanden sich die feuchten Kammern bei véllig konstanten empers- 
- turen im Thermostaten; damit war gleichzeitig jede voriibergehende Ver- 
iinderung der r. D, innerhalb der Versuchsgefabe ausgeschlossen. 
— . In Abb.1 ist der Verlauf der Sporenkeimung von Aspergillus 
- glaucus bei verschiedenen Temperaturen und relativen Luftfeuchtig- 


= 


100 f 


ib bis ‘fu i 5 cel gil laucus abhiingig von der 
.1. Zeit bis zum Beginn der Sporenkeimung von Aspergillus 9 gig 
oa * relativen Sattecchtiekett bei verschiedenen Temperaturen. 


Be isien wi ie Si ; | rv ‘igen den Be- 
-keiten wiedergegeben. Die sieben dargestellten Kurven zeigen den | 
ginn der Keimung bei 11,59; 15°; 20°; 30°; 35°; 40° und Ae Os-der 


i 1 Zusammensetzung des Nihrbodens: Glucose 100,0; Pepton-Witte 10,0; 


KH POs 2.0: MgSO. 0,5; CaCle 0,1; Agar 16,0 g. Mit Leitungswasser aut 
> 1 Liter aufgefiillt. 
7 
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gesamte in die Untersuchung einbezogene Feuchtigkeitsbereich liegt : 


zwischen 65 und 100° relativer Wasserdampfspannung. 
Bei den hohen Feuchtigkeitswerten erfolgt stets ein cadens Aus- 
keimen der Sporen, das durchweg mit steigender Temperatur be- 


schleunigt wird. Sinkt jedoch die relative Luftfeuchte, so liBt sich | 


bei Erreichen eines bestimmten, fiir jede Temperatur charakteristischen 


Feuchtigkeitswertes bald eine deutliche Verzégerung der Keimung fest- 


stellen, wie aus dem Ubergang der Kurven aus dem vertikalen in den — 
horizontalen Verlauf ersichtlich ist. Dieser Ubergang in die.Horizontale ~ 
bedeutet nun, daB auch bei fortgesetzter Versuchsdauer ein Auskeimen _ 
unterhalb der jeweils erreichten Feuchtigkeitsgrenze nicht mehr ein-— 


treten kann. 


Der niedrigste Grenzwert, 70°%/o r.D., wird bei der fiir die Ent- ; 


wicklung des Pilzes optimalen Temperatur, um 30°C, erreicht; dem- 


gegeniiber bewegen sich die Grenzwerte fiir siimtliche iibrigen, héheren: , 
wie tieferen Temperaturen durchweg im Bereiche gréferer relativer 


Luftfeuchtigkeit. Die Zeitdauer, die zum Erreichen des Grenzwertes 


erforderlich ist, verringert sich mit steigender Temperatur, wie die 


Tabet » eoaiteGhatiGabee 


TabelleI: Sporenkeimung von Aspergillus glaucus: 


Wechselbeziehungen zwischen Temperatur, Grenz- 
wert derr. D. und Zeit bis zur Erreichung 
des Grenzwertes 


15,0| 20,0| 30,0| 35,0| 40,0| 42,5 Grad C. 
Grenzwert Ch 138 D.): 77 % | 73 1.70 | 75 }-85,5 | 98 


Tage bis zum Erreichen — P 
des Grenzwertes: 110 / 78 


Temperatur: ip 4, 


| 
| 60 


Verfolgt man, die Verschiebung der Grenzwerte, so ergibt sich eine — 


typische Optimum- Kurve, wobei das Maximum dem Optimam sehr nahe 


liegt, waihrend der zum Mintane strebende Schenkel der Kurve einen 
wesantlioh flacheren Verlauf nimmt. 


100 


Abb. 2. Feuchtigkeitsgrenzwerte der Sporenkeimung abhingig von der Temperatur. 
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Im einzelnen ist der Temperaturbereich fiir die Entwicklung von 
Aspergillus glaucus dureh folgende Kardinalpunkte gekennzeichnet: 

Minimum —.8°; Optimum 30°; Maximum 43°C. 

Die Abstiinde der beiden Extreme vom Optimum betragen also 

38 bzw. 13°C; sie verhalten sich somit zueinander anniihernd wie 3: 1. 
Diese Proportion ist nun auch hinsichtlich der Verschiebung der Grenz- 
werte fiir die Keimung beiderseits des Temperaturoptimums verwirk- 
licht; denn bei einer Uberschreitung der optimalen Temperatur um 
n Grad © verringert sich der Feuchtigkeitsbereich, innerhalb dessen 
Sporenkeimung eintreten kann, um den gleichen Betrag, wie bei einer 
Unterschreitung des Temperaturoptimums um 3-n Grad C. So liegt 
z.B. die Keimungsgrenze sowohl fiir 15 wie fiir 35°C in beiden Fiillen 
bei einer r. D. von 75/9. Je weiter die Temperaturen sich nun vom 
Optimum entfernen, desto gréBer werden die Anspriiche, die der Pilz 
an den Wassergehalt seiner Umgebung stellt, so daS schlieBlich im 
Bereiche des Temperaturmaximuins und des Potiperabraniminuine ein 
-Auskeimen der Sporen nur dann noch erfolgt, wenn sie sich in vollig 
wasserdampfgesattigter Umgebung, also 100 /piger r. D. befinden. 

Es sollen nunmehr mit diesem.an Aspergillus glaucus gewonnenen 
Befund die friiheren Ergebnisse, die andere Autoren bei Untersuchungen 
-verschiedener Schimmelpilzarten erzielten, verglichen und zu diesem 
Zweck die Arbeiten von Tomkins (1930), Tammes (1937) und Heintzeler 
(1939) herangezogen werden. 

Tomkins, der die Entwicklung von Alternaria citri und Tricho- 
derma lignorum unter verschiedenen Temperatur- und Feuchtigkeits- 
-verhaltnissen verfolgte, erkannte als Erster, da die zum Eintritt der 
_ Sporenkeimung erforderliche Wasserdampfspannung im Bereiche op- 
timaler ‘Temperaturen den niedrigsten Wert aufweist. Diesen Befund 
konnten ihnliche Untersuchungen von Tammes an Aspergillus Sydowt 


| Tabelle Il: Beziehungen zwischen ee ingame und 
 Grenzwert der r. D. bei der Keimung verschiedener Pilze 


Pilz - 50 |. 10° | 18° | 20° | 259 | 30° | 37° | 40° ||. Autor 
Alternaria citri 94,2 | 90,8] 87,6; — | 85,8 | 83,8| 87,6) — || Tomkins 
Trichoderma lig- | : 
orm ie ae — | 95,6) 92,6; -=— | 90,8] 94,2) 95,6; — | Tomkins 

. Is d . mi E 
a Reece — | —| — | 85,0} — | 77,0) — |-85,0|| Tammes 
Phycomyces nitens — | 89,2 es 86,6; — | 90,6) — | — || Heintzeler 
= | pee at ee | 
Aspergillus glaucus|| — | — | — | 73,3) — 70,8| — | — || Heintzeler 


Oidium lactis — | 92,6) -—— 90,0 | — | 91,8; — | — Heintzeler 


‘ 


sicoe ie Temperaturen von den pane etk Autoren’ nur 
reichend untersucht, so daB die bisherigen Ermitilungen ein 
schlossenes Bild iiber den tatsiichlichen Verlauf der Grenawertvers 
bung in Abhingigkeit von der Temperatur nicht erméglichen. — 
Die in Tab. IL zusammengefaten Ergebnisse zeigen, daBb d 
wiihnten Autoren ihre Versuche bei keinem der untersuchten é 
nismen bis in den aufschluBreichen Bereich der Temperaturmaxima 
gedehnt haben. Beriicksichtigt man ferner die Tatsache, daB w: 
der betriichtlichen Temperaturintervalle in manchen Fiillen das Te 
peraturoptimum und damit das Hydraturminimum der einzelnen O: 
nismen nicht mit Sicherheit erfaBt wurde, und beachtet man schlief 
noch, da. gelegentlich .die Beobachtungsdauer im Bereiche un 
optimaler Temperaturen nicht auf die zum endgiiltigen Eintritt 
Sporenkeimung erforderlichen Zeiten ausgedehnt wurde, so lassen 
auch diese Werte zur Ergiinzung der-eigenen an Aspergillus gl 
gewonnenen Befunde. heranziehen. “Diese lassen sich dahingehe 
sammenfassen, da die Anspriiche der Schimmelpilze an die Was 
dampfspannung ihrer Umgebung bei optimalen- Temperaturen — 
niedrigsten sind, wihtend sowohl i im Bereiche des Temperaturmaximi 
als auch des Temperaturminimums eine annihernd 100°%ige W. 
dampfsattigung zur Entwicklung erforderlich ist. Da das Temp 
maximum dem Optimum durehweg wesentlich niher liegt als da 
nimum dem Optimum, so ergibt sich die Tatsache, daB die Grenz 
verschiebung bei tiberoptimalen erheblich rascher verkinft als bei) 
optimalen Fomperabardns ‘ ticks hake 
: " nat 
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(Aus dem Institut fiir Mikrobiologie der Universitit Gottingen) 


‘Candida (Nectaromyces) Reukaufii 
se als Fettbildner. | 


: many eee Von 
‘ August Rippel-Baldes, K. Pietschmann-Meyer und W. Kohler 
(Eingegangen am 11. November 1947.) 


Bei der weiten Verbreitung der Fette als Reservestoffe der hetero- 
trophen Mikroorganismen hat man sich seit vielen Jahren auch mit der 
Frage beschiftigt, ob man die Fettbildung so gestalten kénne, daB diese eine 
‘technische Ausbeutung gestatten wiirde; eine Literaturiibersicht iiber diese 
Fragen gibt Bernhauer1, Die Versuche scheiterten daran, da® man zwar gute 
Fettbildung erhielt, aber mit Mikroorganismen, namentlich Fadenpilzen, dic 
als Oberflichenkulturen gezogen werden muBten, ein Verfahren, das fiir 
technische Zwecke unrentabel war. In Frage kam offenbar allein ein Liif- 
tungsverfahren, analog dem Verfahren der Prefhefe- baw. EiweiBhefe-Ziich- 
tung. Ein solches hat kiirzlich Damm? mit Fadenpilzen, insbesondere F'usa- 
rium-Arten, bekanntgegeben. 
Ich selbst hatte mir zum Ziele gesetzt, eine Hefe zu finden, die 
den geforderten Anspriichen entspricht’. Das ist- laboratoriumsmiBig 
gegliickt, und zwar mit Candida (Nectaromyces) Reukaufii (GriiB) 
Diddens et Lodder. Biologisch ist bemerkenswert, daB dieser Orga- 
nismus an seinem natiirlichen Standort, den Bliitennektarien, aus denen 
er zuerst von Reukauf isoliert wurde4, in keiner Weise eine Andeutung 
dieser Fahigkeit zur starken Fettbildung zeigt. Er findet sich dort als 
die bekannte Kreuzform (Aeroplanform; die Zahl der Wirtel -kann 
mehr als 2 betragen), bildet in Bierwiirze. typische Hefe-SproBverbinde 
mit sehr geringen Fettmengen und unter geeigneten Bedingungen, die 
im folgenden erwihnt sind, Einzelzellen mit je einem gro8en Oltropfen. 


1 K, Bernhauer: Ergebn. d. Enzymforschung 9, 297, 1943. 
_ 2 H. Damm: Chemiker-Zeitung 67, 47, 1943, 

_ - 3 Diese Forderung wurde von A, Rippel aufgestellt bei einer Tagung 
des Forschungsdienstes in Berlin-Dahlem am 24. Februar 1940. Zuerst wurde 
iiber Ergebnisse in der Sitzung, der Géttinger Akademie der Wissenschaften 
am 6. Februar 1942 berichtet (vergl. Gétt. Gel. Anz. 204, 94, 1942). Vorlaufige 
Mitteilung: Naturwissenschaften 31, 248, 1943. — Inzwischen hat sich auch 
Nilsson mit dieser Frage beschiftigt (R. Nilsson, L. Enebo, H: Lundin und 
K. Myrbick: Sv. Kem. Tidskr. 55, 41, 1943) und mit Rhodotorula glutinis 
eewisse Erfolge erzielt. Nach eigenen Erfahrungen bleibt diese Hefe, wie 
auch Torulopsis pulcherrima und andere gepriifte Hefen in Wachstums- 
freudigkeit und Fettbildung (namentlich absolut!) weit hinter Candida 
Reukaufii zuriick. ; 

: : Hae Systematik vergleiche: H. A.Diddens u. J. Lodder: Die anasko- 
sporogenen Hefen, 2. Halfte. Amsterdam 1942 (S. 283 ff.). 
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(Vel. die Abb. 19 und 64, 8. 34 und S. 88 bei Rippel-Baldes5). Die Hefe 
wurde als Einzell-Kultur von einer Wiirze-Agarplatte isoliert, tiber die 
eine Ameise gekrabbelt war; dann stellte sich die Identitaét mit der ge- 
nannten Form heraus. 2) an 
Die Versuche wurden in Kluyverschen LiiftungsgefiBen durchgefiihrt, 
meist mit 500 cem Nihrlésung in 1-Liter-GefifBen. Diese wurden mit der 
Nihrlésung 1/2 Stunde im Autoklaven sterilisiert, nachdem die offenen Ver- 
bindungsstiicke abgeklemmt bzw. mit einem Wattepfropfen versehen waren. 
Das Ansatzrohr wurde getrennt trocken sterilisiert, ebenfalls an den Enden 
mit Wattepfropfen versehen. Beim Aufbau der Apparatur wurden die mit 
verdiinntem Alkohol befeuchteten Wattepfropfen herausgenommen und die 
Verbindung wurde mit in verdiinntem Alkohol aufbewahrten Gummistiicken 
hergestellt. Die unter AnschluB an die Wasserstrahlpumpe eingesogene Luft. 
wurde durch ein mit Wattepfropfen versehenes trocken sterilisiertes Glas- 
rohr filtriert. Geimpft wurde vorher meist mit einer Aufschwemmung von 
zwei auf Wiirzeschrigagar gezogenen Kulturen® in 9cem sterilem Wasser; bei 
der dabei notwendigen Entfernung der durchbohrten Gummistopfen wurde — 
der Stopfen und GefiBrand durch Bestreichen mit verdiinntem Alkohol steri-_ 
lisiert. Die Apparatur blieb steril. Bei der normalen Liiftung wurden 70cem _ 
Luft je Minute = rund 100 Liter Luft je Tag durchgeleitet. Die giinstigste 
Temperatur betrug um 25°C, bei der daher alle Versuche durchgefiihrt 
wurden. . 
Zur Verhiitung des Schiiumens, das sich leider sehr unangenehm be- 
merkbar machte, wurde Antispumin hinzugesetzt (Antispumin E fliissig der 
Firma Stockhausen [Velten]). Wie Analysen zeigten, wird der Fettgehalt — 
der Hefe dadurch nicht beeinfluBt’. Die Hefe wurde abzentrifugiert (je_ 
50 ccm), einmal mit destilliertem Wasser aufgeriihrt, wieder abzentrifugiert, 
getrocknet und gewogen. Die Fettbestimmung erfolgte nach Salzsiure-Auf- 
schluB (siehe die Methode bei Geffers’), die Zuckerbestimmung nach 
Bertrand, die Stickstoffbestimmung nach Kjeldahl. Die Kulturdauer betrug 
meist zwei, bisweilen drei Tage. Als Grundsubstrat diente Holzzuckerwiirze 
nach Bergius von den Bergin-Werken Mannheim-Rheinau, denen auch hier 
fiir die freundliche Uberlassung bestens gedankt sei. q 
Mabgebend fiir die Beurteilung der Fettbildung waren die vom 
Verfasser® angestellten Uberlegungen, aus denen sich ergab, da® maxi-_ 
mal ein Fett-Koeffizient von etwa 15 zu erwarten war (g¢ Fett auf 
100 ¢ verarbeiteter Kohlenstoffquelle), wie sich auch experimentell bei 
Versuchen mit anderen Organismen bestiitigte 19, Es sei dabei ausdriick- 
lich bemerkt, daB® es fiir praktische Zwecke nicht so sehr auf einen 
hohen Prozentgehalt an Fett in der Trockenmasse ankommt wie auf 


5 A, Rippel-Baldes; Grundri® der Mikrobiologie. Springer-Verlag, Berlin 
und Géttingen 1947, ; 
* Der Ertrag ist von der Stirke der Impfung ziemlich unabhingig; 
Impfung mit 1 Réhrehen hatte die gleiche Wirkung. . 
7 Das zugesetzte Entschiiumungsmittel schwimmt nach dem Abzentri-_ 
fugieren oben und wird durch das AbgieBen entfernt. Durch Abwischen de 
Randes des Zentrifugenréhrehens kann auch der dort noch haftende Teil 
entfernt werden. 
8 H. Geffers: Arch. f. Mikrobiologie 8, 66, 1937. 
° A, Rippel: Archiv f. Mikrobiologie 11, 271, 1940. Fettkoeffizient = | 
Fett auf 100g verarbeiteten Zucker. 2 
10 H, Raaf; Archiv f, Mikrobiologie. 12, 131, 1941. : 
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die absolute Fettausbeute je Volumen Kulturfliissigkeit. Es ist, nament- 
lich bei anderen Mikroorganismen, eine oft beobachtete Tatsache, daB 
zwar sehr hohe Fettprozente Seine werden kénnen (40 bis 45 9/9), 
die absolute Ausbeute an Fett aber gering ist. Ein Fettgehalt von etwa 
25/o ist, bei geniigender absoluter Ausbeute, véllig geniigend und oft 
absolut erfolgreicher, zumal dann auch ene Telcaase anfallt. Im fol- 
genden ist jeweils die absolute Menge in ¢ je. 1 Liter Nahrldsung be- 
sonders angegeben. 

Noch auf eines sei hier aufmerksam gemacht. Es stellté sich heraus, 
da das mikroskopische Bild, also die Grée des Oltropfens, durchaus kein 
Bewertungsmerkmal darstellt, Die Analyse zeigte oft héheren Fettgehalt bei 
kleineren Tropfen. Das Fett liegt offenbar nicht oder nicht immer in reiner 
Form vor, sondern offenbar emulgiert. Vielfach konnte beobachtet werden, 
da kleinere Fettropfen, die analytisch eine héhere Fettausbeute ergaben, 
durch stirkere Lichtbrechung die offenbar stiirkere Massierung des Fettes 
-anzeigten. Auch die Intensitat der Fett-Farbung (etwa mit Sudan) schien 
darauf hinzudeuten. Jedenfalls kann die mikroskopische Bewertung nur ‘ 
orientierend und bei geniigender Ubung herangezogen werden. 

Es sollen nun einige Bedingungen geschildert werden, welche die Fett- 
bildung beeinflussen, wobei allerdings zu bemerken ist, daB die Versuche 
nicht véllig so durchgefiihrt werden konnten wie es wiinschenswert ge- 
-wesen wire, da einmal die verwendeten LiiftungsgefaiBe in Hinsicht auf die 
Liiftung nicht so einheitlich waren, vor allem nach langerem Gebrauch, wie 
das etwa bei Kolben mit ruhender -Fliissigkeit der Fall gewesen wiire. Denn 
-obwohl die Gefaife nach der Blasenzahl im Zufuhrschenkel auf annahernd 
gleiche Luftzufuhr geeicht waren, konnte doch kein Einflu®8 auf die Gréfwe 
der durch die Siebplatten perlenden Blischen gewonnen werden, ein Um- 
stand, der sehr entscheidend sein kann. Andererseits machten sich andere 
zeitbedingte Schwierigkeiten bemerkbar, wie die Starke des Wasserdrucks 
‘usw. Jedenfalls aber diirften die zu schildernden Ergebnisse gesichert sein, 
da sie bei zahlreichen Versuchen immer wieder gefunden wurden. 

Wirkstoffe: Als zunichst bemerkenswert ist der hohe Wirk- 
stoffbedarf des Organismus zu erwihnen. In reiner Holzzuckerwtirze 
mit anorganischem Stickstoff und den tiblichen sonstigen Ndhrsalzen 
erfolgt kaum Wachstum und Zuckerverbrauch. Zwar wird eine gewisse 
Ernte erzielt, aber deren Hohe bleibt giinzlich unsicher, da es sich zu- 
nichst um die aus der Nahrlésung ausgefallten Phosphate usw. handelt. 
Man findet dann einen dkonomischen Koeffizienten 11 von 100 oder noch 
hoher; die Hefeernte hatte in einem solchen Beispiel einen Aschegehalt 
von 51,49/9. Solche Zahlen sind natiirlich sinnlos. Zugabe von 0,5 °/o 
Citronensiure vor dem Abzentrifugieren der Hefe lost zwar den gréBten 
Teil des Niederschlags, bessert aber nicht véllig. Bei normalem Wachs- 
‘tum wird dagegen der Niederschlag durch die Hefe aufgelést. 

Tabelle I zeigt die Wirkung eines Extraktes von Candida Reu- 
kaufii selbst und von Prefhefe. In der Prefhefe sind also, wie die 
bessere Wirkung zeigt, erheblich mehr Wirkstoffe als in der Fetthe/e; 
die Trockensubstanz betrigt bei gleicher Menge Ausgangshefe bei der 
PreBhefe das 4,5-fache; auch der prozentige Fettgehalt ist gestiegen, 


11» Trockensubstanz je 100 e verarbeiteten Zucker. 


* Kohl 


be < der Fett-Koeffizient auf das 3,5- ae ahnlich der ékonomische 
zient. Die absolute Fettausbeute je Liter stieg infolge ee 
giinstigen Teilvorgange auf das 5-fache an. eas 5s 


Sa : a eee. | 
Z Tabelle I. Wirkung vorachiaddner Heteextrakte Rare | 
Fas 
AC Zusatz von Extrakt von g trockener Hate a 
ee . Candida Reukaufié ive 
SS 635g | 987g [806g jeG 
e : g Zucker vorher in 100 ccm 5,24 516% teem 5,31 ; : 
oe g Zucker verbraucht 2,44 ea a 3,58 = | 
Fett in °% ( 8,55 7,88. «| © 9,25 Sam 
EiweiB in %o 28,00 2481. | 11,25 eam 
Fett-Koeffizient cw Sth” ae | 1,06 ras 365° S98 
EiweiB-Koeffizient 3,18 8,96 > *) aaa 
Okonomischer Koeffizient || 11,4 1gty Sey 38940 
Je 1 Liter/g : oe - . y~ oe 
 Trockensubstanz “2,07 B64 A as 12 cae | 
Fett. 0,24 © 0,29 “2at | 
Eiweif ; . — (0,78 0, O0rae 


Nahrlésung: Holzzucker, 0,2, K,HPO,, 0,2 °/, K,80,, 0,059 Mg80,. 
0,005 °/, Fe80,, 0,05°/, (NH,4)oHPO,. py 6,8. 500 ccm in 1000er na 
Kluyverkolben, Impfung mit 2 Wiirzeagar-Schrigrohrehen (Hefe — 
mit 9 cem dest. Wasser aufgeschwemmt). Hefe mit mehreren hundert 
cem Wasser */, Stunden im Wasserbad digeriert, abfiltriert, Filtrat 
verwendet. Liiftung 2 Tage. 


Demgegeniiber verhilt sich die KiweiSbildung ganz anders: De a 
Prozentgehalt an Eiweif betrug umgekehrt bei der Fetthefe etwa d 
2,5-fache des Wertes der Prefhefe trotz héherer absoluter EiweiBbil- 
dung bei dieser im Liter. Das zeigt einmal, daB die schlechte Entwick- — 
lung auf Candida-Extrakt nicht durch Stickstoffmangel allein verur-— 
sacht werden konnte. Zum andern tritt hier die allgemein giiltige Er- 
scheinung auf, daf Eiweib- und Fettbildung bis zu einem gewissen 
. Grade getrennt voneinander verlaufen. Das gilt also nicht nur fiir eine 
% verschieden hohe Ernihrung mit Stickstoff, auf die noch zuriickzu-. 
2 kommen sein wird, sondern offenbar allgemein fiir alle Verhiiltnisse, 


xy die aus irgendeinem Grunde zwar noch eine gewisse BiweiBbildung 
s zulassen, aber keine stirkere Fettbildung, wobei der Mechanismus 
4 dieser Vorginge einstweilen ungekliirt bleibt. Jedenfalls kann vorliufig — 
-. 


nicht von einer spezifischen Wirkung von Wirkstoffen und dergleichen 
gesprochen werden, da der Grad der Liiftung die gleichen Zusammen- 
} hinge zeigt, wie noch zu sagen sein wird. Es handelt sich also um eine 
allgemeine Beeinflussung des Stoffwechsels, der so vor sich geht, dai 
zundchst eine Vermehrung der Zellen mit entsprechender EiweiB- 
bitdung erfolgt, an die sich, falls die Verhiltnisse giinstig sind, die 
Verfettung anschlieBt. AuBerlich macht sich das dadurch bemerkbar 


pee eS 


4 Lhe hs fu Se. 
nee? (ay et 
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da8 die SproBzellen, die zuniichst entstehen (GréBe 3—5><8—11 ) sich 
etwas abrunden, stark vergréRern und zu Fettzellen werden (GroBe 
8—11>11—14 »). DaB® damit der EiweifSgehalt der Zelle, offenbar bei 
Sistierung der EiweiSbildung, sinkt, ist klar. . 
Das in Tabelle Il wiedergegebene Beispiel mége das Gesagte noch 
weiter erlautern. Es handelt sich einmal um den immer benutzten 
‘Stamm, sodann- um einen weiteren, von diesem durch weitere Einzell- 


_- Tabelle II. Zellvermehrung, Fett- und EiweiBbildung 


a OO 


Normalstamm abgezweigter Stamm 

pu-Wert vorher 6,8 6,8 
> pa-Wert nachher 4,5 45 
g Zucker vorher in 100 ccm, | 5,4 5,4 
Nite g Zucker verbraucht in 100 cem 3,84 4,39 
aes Fett in /o ° 11,27 . 18,22 
EiweiB in °/o 24,76 14,94 
Fett-Koeffizient 1,79 4,48 
EiweiB-Koeffizient 3,92 3,92 
Okonomischer Koeffizient 15,85 26,21 

Je 1 Liter/g 
Trockensubstanz 6,10 11,52 
Fett ; 0,69 2,10 
EiweiB 1,51 1,72 
Relative Zellenzahl 10075: 88,7 


Nahrlésung: Holzzuckerwiirze, 0,1°/, (NH,), PO,, 2°/o Kleieextrakt 
(Herstellung siehe Tab. III und IV.); sonst wie in Tabelle I. 


Kultur abgezweigten, der also als mit jenem identisch angesprochen | 
werden kénnte. Im tibrigen ist das in diesem Zusammenhange belang- 
los. Wichtig ist, daB der neue Stamm bei gleicher 4uerer Behandlung 
von dem alten in der gleichen Weise abweicht, wie es in Tabelle I bei 
der besseren Ernihrung mit Prefhefe der Fall ist. Trotz etwa doppelt 
so hoher Trockensubstanz hatte die Kultur aber, wie durch Auszahlung 
gefunden wurde, nur 88,79/9 der Zellen des Normalstammes; die Zellen 
hattén geringeren Prozentgehalt an Eiwei®, aber héheren an Fett. Der 
Normalstamm war also iiber die Stufe der anfinglichen Zellvermehrung 
und Eiwei®bildung erheblich weniger fortgeschritten. 

Was die Wirkstoffe betrifft, so scheint es sich in erster Linie um 
‘Biotin zu handeln. Leider war es nicht méglich, diesen Stoff zu be- 
schaffen; doch stellte Herr Dr. Moeller (Heidelberg) liebenswiirdiger- 
-weise einen Versuch an, der die hauptsichliche Wirkung von Biotin 
ergab; daneben werden in schwicherem Mage noch andere Wirkstoffe 
in Frage kommen. Aneurin allein (0,5 mg auf 500 ccm Nahrlésung) war 
bei einem eigenen Versuch vollig wirkungslos. 

Candida Reukaufii kann infolgedessen nur in Nahrlésungen ge- 
zogen werden, die geniigend dieser Wirkstoffe enthalten. In dieser Hin- 


sicht muBten wir auf Naturstoffe zuriickgreifen und_fanden Extrakte 
der verschiedenartigsten Pflanzen. und Pflanzenteile wirksam, ferner_ 
Molke, die indessen allein nicht verwertbar ist, offenbar weil die Lae: : 
tose nicht verarbeitet wird. Tabelle III zeigt einen solchen Versuch. Der 
Tabelle I gegeniiber tritt die Uberlegenheit dieser Extrakte namentlich 
in Hinsicht auf die Héhe des Fett-Koeffizienten, der absoluten Fett- 
ausbeute und teilweise auch des 6konomischen Koeffizienten deutlich 
hervor. Umgekehrt ist der Eiwei8-Koeffizient12 sehr niedrig, und hier, 
wie bei zahllosen weiteren Versuchen, zeigt sich die allgemeine Er- 
‘scheinung, daB, je héher der Fett-Koeffizient ist, um so geringer der 
Eiweif-Koeffizient wird und umgekehrt. Gleichheit der beiden Koeffi- 
zienten -wurde bei einem jeweiligen Wert von etwa 3 bis zu einem 
solchen von etwa 8 gefunden. Ein Zusammenhang mit der Hohe der 
Prozentgehalte oder der Trockensubstanzbildung konnte in Hunderten 


von Versuchen nicht festgestellt werden. 


DaB in dem Versuch der Tabelle IIT dem Stickstoffgehalt der Ex- 
trakte die entscheidende Bedeutung bei der Fettbildung nicht zukommt. 
zeigt der Vergleich von Trifolium repens mit Arrhenaterum elatius: an: ; 
nihernd gleicher Stickstoffgehalt, aber Fett-Koeffizienten von 8,3 bzw. 
14. Deutlich zeigt sich aber, daB junge Pflanzenteile héheren Wirk- 
stoffgehalt fiir die Fettbildung besitzen als iltere. Wenn auch dis 
Zahlen bei den vier Pflanzen nicht so gleich sind, daB sie véllig mit- 


eg Zucker vorher in 100 ccm 4,77 4,77 


g Zucker verbraucht 
Fett in °/o 
EiweifB in °%/o 
Fett-Koeffizient 
Eiweif-Koeffizient 
Okonomischer Koeffizient 
Je 1 Liter/g 
Trockensubstanz 
Fett 
Eiweib 
mg N im Extrakt je Kultur 
Extrakt aus g 


Nihrlésung: Wie in Tabelle I, aber 0,0 


Weizenstroh 


2,13 
22.85 
8,38 
10,06 
3,69 
44,02 


9,38 

2,14 

0,79 
34,54 * 
25,70 | 


. Extrakt von 


Arrhenaterum 
elatius 


Junges 
Gras 


4,15 
- 32,38 
5,19 
13,99 
2,94 

43,22. 


17,93 

5,81 
0,93 
55,5 


18,50 


491 | 5,07 ° 
4,36 4,03 
25,46 | 22.89 
7,00 8,25 
- 9,92 8,32 
2,73 3,00 


38,95 | 36,95 


16,98 | 14,65 
4,32 3,35 
1,19 1,21 

57,83 | 60,40 

12,25 5,00 


5°) (NH,),PO,. Zur Her- 


stellung der Extrakte wurde das fein gemahlene Pflanzenmaterial 
zur Entfernung der Luft wiederholt evakuiert, sodann 2 Stunden 
im Dampfbad erhitzt, abfiltriert, das Filtrat verwendet. 


‘© g EiweiB auf 100 g verarbeiteten Zucker (4. Rippel und K. Nabel: ' 


Archiv f. Mikrobiologie. 10, 359, 1939). 


Trifolium 
repens . 


Tabelle II]. Wirkung verschiedener Pflanzenextrakte 


Me = fhe iS To 


\ 
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einander verglichen werden k6nnen, so ergibt sich doch die eindeutige 
Reihe: Trifolium > junges Gras > Arrhenaterum (in Halmbildung!) 
> Stroh. 

Bei den zahlreichen Versuchen, die wir durchfiihrten, wurden im 
allgemeinen Molke, Weizenkleie, Weizenkeime. und Luzerne (ganze 
Pflanzen) als Wirkstofflieferanten benutzt. Es hat keinen Zweck, auf 
alle diese Versuche einzugehen, zumal jeweily Beschaffenheit und Wir- 
kung des Materials natiirlich auBerordentlich wechseln, auch bei der 
-gleichen Pflanzenart. So sei in Tabelle IV nur noch die Wirkung 
steigender Gaben von Molke gezeigt, die, wie man sieht, alle geschil- 
derten Erscheinungen wiederholen. Es sei nur darauf aufmerksam ge- 


f 


Tabelle IV. Wirkung steigender Gaben von Molke 


Molke - eae: 0 2;5/o 5°%o 107, 

pu-Wert vorher 6,8 6,8 6,8 6,8 
pe Wert rachher 5,0 5,0 — 5,3 
g Zucker -vorher in 100 ‘ccm IO aoe eee O10) 2,05 2,28 
g Zucker verbraucht 1,59 1,55 1,72 1,87 
ee Pett.in 0) ~ 17,20 18,96 20,20 24,71 
Eiweif8 in %/o 17,22 13,25 10.89 63 
Fett-Koeffizient 3,91 | 6,03 | 883 | 13,76 
Eiweib-Koeffizient 3,91 4,22 4,76 5,36 
Okonomischer Koeffizient Berl 31,82 43,7 55,7 

Je 1 Liter/g¢ 
Trockensubstanz 3,60 AOA | '503.- 10,42 
Fett 0,62 0,94 |~ . 1,52 2,57 
EiweiB | 0,62 0,65 0,82 1,05 
Nihrlosung: Wie in Tabelle I, aber 0,0124°/,(NH,). HPO,. 1°/) Weizen- 


kleie-Extrakt, d. h. Extrakt von so viel Kleie, dab auf 100 ecm Nahr- 
lésung der Extrakt von 1 g Kleie entfallt. So auch bei den tibrigen 
Tabellen. : 


macht, daB trotz Sinkens des Prozentgehaltes an Eiweif und des 


Eiweif-Koeffizienten nach héheren Gaben von Molke die absolute Aus- 


_ beute an EiweiB (g je Liter) steigt wegen der starkeren Zellvermehrung. 


‘Die intrazellularen Stoffwechselvorginge kénnen also davon Unay: 
hangig verlaufen. Charakteristisch ist auch die bei steigenden Gaben 
von Molke immer bessere 6konomischere Arbeit des Organismus: .Von 


0 bis 10°/o Molke ergibt sich ein Mehrverbrauch an Zucker je Liter von 


2,80 g, eine Erhéhung der ‘Trockensubstanz dagegen von 6,82 g und des 


_ Fettes von, 1,95 g, welcher Wert energetisch 4,88 ¢ Zucker entsprechen 


wiirde. Das kommt ja auch in der Erhéhung des dkonomischen Koeffi- 
zienten zum Ausdruck. Allerdings leiden die Versuche darunter, da 
es sich bei den Zusitzen um komplexe Substanzen handelt, von denen 
man nicht wei, wieviel von ihnen selbst mit in den Stoffwechsel ge- 


zogen werden (von Wirkstoffen abgesehen). Indessen die Tatsache, 
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daB wir mit steigenden Gaben von” Molke die Steigerant aere F 
bildung sehen, bei steigenden Gaben von Ammonphosphat (Tabelle VI) 
dagegen ein Sinken, wihrend in beiden Fallen Eiweib- ‘Koeffizient_ und 
absolute EiweiB- Ausbeute steigen, zeigt, daB es sich in beiden Fallen 
nur um den von den tibrigen Stoffwechselvorgingen mehr oder wonigen 2 
unabhingigen Vorgang der Fettbildung selbst handeln kann. 
In Tabelle V sind weiter einige Versuche mitgeteilt, die besonders 
hohe Fettausbeuten zeigen. Erstaunlich ist hierbei, daB innerhalb von 
zwei Tagen solche Werte erreicht werden kénnen, wobei noch zu. be- 


Tabelle V. Beispiele besonders guter Fettausbeuten a 


i Holzzucker mit 2,5 0/0 
As Se Holzeucker wit) <dseentrakt und Malke ot al 
extrakt 10°, | 25 Of, - = 
g Zucker vorher in 100 ccm | 5,28" 5,40 a a 9,32, | 
g Zucker verbraucht 4,69 “4,34 )  -0,46> ea 
Fett in °/o tate | 37,54 84,15 ~ 28,30 # 
‘EiweiB in %o 5,81 11,80 |". 023 am 
Fett-Koeffizient Ang 16,40 15,16 10,05 
Eiweib-Koeffizient 2,54 5,04 et 3,27 . i 
Okonomischer Koeftizient 43,71 44d oY 35,5 : | 
Je 1 Liter/g Kgs hed Aw 
Trockensubstanz 20,50 19,28 | 26,49: : 
Fett. : 7,70 6,58 194 
EiweiB : 1,19 2,19 2,44 


Nahrlésung: wie in Tabelle I, bei Luzerneextrakt ohne, bei den> eae | 
beiden anderen mit 0,093 °/, (NH,) ,PO,. Liiftung bei Luzerneextrakt 
2 Tage, bei Molke 10 %/) 3 Tage, bei Molke 25°/, 4 Tage. 


= | 
achten ist, da8 die Impfmenge absolut sehr gering ist: Die bhidel muir 
Impfung verwendeten Schriigréhrchen haben eine Trockenmasse an 
Hefe von nur 50mg, so daf im Falle des Luzerne-Extraktes das 205- 
fache der Impfmenge an Ertrag erzielt wurde. 
Dieser Fall blieb nicht etwa vereinzelt, sondern solche Werte 
wurden sehr oft erreicht; auch der hohe Fett- -Koeffizient von etwas ~ 
tiber 15 wurde mehrfach gefunden, bewegte sich aber meist etwas dar- _ 
unter. Jedenfalls kann bei einigermagen normalem Wachstum mit 
einem Fett-Koeffizienten von 10 ohne weiteres gerechnet werden. Auf- 
fallend ist noch der abnorm niedrige Eiwei®gehalt von 5,81°/9 (EiweiB- 
Koeffizient 2,54). Es mag hier erwahnt werden, dab der Hiweibgehalt — 
durch Multiplikation des Gesamt-Stickstoffs mit 6,25 ermittelt wurde; — 
wie Versuche zeigten, liegt praktisch der gesamte Stickstoff als 
Eiwei® vor. 
'Erstaunlich ist auch die hohe Dichte, die von der Hefé mit 26,5 ¢ 
Trockensubstanz im Liter erreicht werden kann; doch wurde das Maxi-— 
mum nicht festgestellt. Die Grenze der Fettausbeute liegt bei einem — 


° 
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Fett-Koeffizienten von rund 15, gelegentlich wenig dariiber; im Maxi- 
mum fanden wir den Wert 17,5. Diese Feststellung deckt sich also mit 
dem von dem einen von uns durch theoretische Uberlegungen angege-. 
benen Grenzwert von etwa 15, der, wie oben erwdbhnt, auch von an- 
deren Autoren ermittelt wurde. : 

_ Stickstoffernihrung: Tabelle VI zeigt als Beispiel die 
Wirkung steigender Ernihrung mit Ammonphosphat bei Zusatz von 
39/9 Weizenkleie-Extrakt. Man sieht, da&B zwar die Trockensubstanz- 
bildung nach den héheren Gaben steigt, ebenso der Prozentgehalt an 


Tabelle VI. Stickstoffernihrung und Fettbildung 


| ; : ; aa Ammonphosphat : 
: % Dibcrenslerung., 0 0,025 0,05 0,10 
re pu-Wert vorher 6,8 - 6,8 6,8 6,8 
- pu-Wert nachher 6,3 6,3 “5,9 5,2 
- g Zucker vorher in 190 ccm 5,21 Do 5,21 5,21 
g Zucker verbraucht 3,26 4,39 4,88 4,91 
Fett in °%/o 5 30,70 21,35 17,06 11,03 
Eiwei8 in °/o os SY 6,25 “5,91 6,63 10,81 
Fett-Koeffizient ~ 18,14 8,85 ue 487 
Eiwei8-Koeffizient 5 3 2,67 2,45 3,01 4,71 
Okonomischer Koeffizient. 42,8 41,5 45,5 44,1 
6st: Liter/g 
Trockensubstanz 13,95 18,20 22,18 21,67 
Fett 4.28 3,89 3,78 2539 
Eiweifb O87 2|\> — £,08 1,47 2,34 
Nahrlésung: Wie in Tabelle I. 3°/, Weizenkleieextrakt. Liiftung 
5 3 Tage. : 


Eiweif8, der Eiweif-Koeffizient und die absolute EiweiBausbeute, offen- 
bar als Ma8stab einer intensiven Zellvermehrung, Aber die Fettbildung 
sinkt sehr stark ab, der prozentige Fettgehalt von 30,7 auf 11,05°/o, 
der Fettkoeffizient von 13,14 auf 4,879/o. Dieses Sinken ist so stark, 
daB es mit der Erhdhung der Trockensubstanzhildung nicht Schritt 

halten kann, so daB die absolute Fettausbeute von 4,25 auf 2,39 ¢ im 
‘Liter sinkt. Der Gegensatz Eiwei8-Fett-Stoffwechsel tritt hier also be- 

-sonders schén in Erscheinung. Steiner hat bereits ftir Endomyces ver- 

-nalis auf diese Zusamimenhinge hingewiesen 13. 

Es sei jedoch noch darauf aufmerksam gemacht, daf u. U. bei ge- 
ringen Stickstoffeaben UnregelmaBigkeiten auftreten, so auch in Tab, VI, 
wo bei 0.025% Ammonphosphat der EiweiSgehalt und Eiweil-Koeffizient 
niedriger sind als bei der 0-Gabe. Ahnliches konnte in einigen anderen 

Fallen beobachtet werden, auch Fettgehalt und Fett-Koeffizient konnten, 

13 lf. Steiner: Ber. Deutsch. Botan. Ges. 56, 73, 1938; S. Heide: Archiv 

f. Mikrobiologie. 10, 135, 1939. 


—u.U. nur der Fett-Koeffizient, etwas erhéht sein. Méglicherweise ist die in 


_ der Fettbildung infolge kriftiger Sauerstoffzufuhr reibungslos ablaufen 
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dieser Spanne besonders grofe Ertragssteigerung die Ursache, falls nicht un- 
kontrollierbare technische Unregelmifigkeiten verantwortlich zu machen 
sind, Da® die Abweichungen stets bei sehr geringer Stickstoffgabe auf- 
treten, ist an sich noch “nicht beweisend, da sich UnregelmaBigkeiten am _ 
ehesten da bemerkbar machen miissen, wo die Verhiltnisse noch nicht zu_ 
extrem sind, 4 

Liiftung: Die Liiftung ist ein sehr wesentlicher Faktor, wie 
der in Tabelle VII wiedergegebene Versuch zeigt. Man sieht, wie hier 
alle oben geschilderten Begleiterscheinungen erhéhter Fettbildung mit 
ihrem Gegensatz zur EiweiBbildung (nur der Eiweifkoeffizient steigt _ 
etwas mit steigender Liiftung infolge der starken Erhéhung der 


‘ 


_Tabelle VII. Wirkung der Liftung 


Liiftung 
Sehr schwach| Schwach . Starker Stark 
pu-Wert vorher awe 3 6,8 el OS 6,8 
pu-Wert nachher 4,3 4 Go) aa - 4,6 
_ g Zueker vorher in 100 ccm 1,90 1,90 1,90 1,90 
eg Zucker verbraucht |. 1,25 1,50 1,70 1,78 
Fett in %o . 12,84 | 15,27 | 15,42 16,69 
EiweiB in °%/o "| 30,59 32,59 23,69 21,88 
Fett-Koeffizient 2,76 4,06 5,58 6,80 
Eiweib-Koeffizient 6,56 8,69 8,58] 8,91 
Okonomischer Koeffizient 21,5 26,6 36,2 | 40,7 
Je 1 Liter/g 
Trockensubstanz | 2,67 3,98 6,16. 7,06 
Fett 0,34 0,51 0,95 1,18 
Eiweif 0,82 1,30 1,46 = 42> 154 


Niahrlésung : Holzzuckerwiirze, 1°/, Malzkeimextrakt, 0 015 %o NH, NOs, 
sonst wie in Tabelle I. 3 Tage Kulturdauer. 


Trockensubstanzbildung) lediglich als Funktion der Liiftung  er- 
scheinen, Demnach ist kein bestimmter Stoff unmittelbar entscheidend 
fiir die Fettbildung, sondern nur die Méglichkeit, den Mechanismus — 


zu lassen, selbstverstandlich aber auf bestimmter stofflicher Grundlage. 
Energetisch ist die Wirkung der Liiftung ohne weiteres verstiindlich, 
da die im Vergleich zum Zucker erhdhte potentielle Energie des Fettes 
eine Energiezufuhr verlangt, die nur durch eine kriiftige Sauerstoff- 
zufuhr gedeckt werden, kann. 

Kigentiimlich ist, daB die Hefe in dem tollsten Strudel der stirksten — 
Liiftung die besten Bedingungen fiir die Fettbildung zeigt, was deshalb nocl 
hervorgehohen sei, weil man in alten Angaben die Meinung lesen kann, om 
Organismus brauche Ruhe zur Verfettung. 

Konzentration der Wasserstoffionen. Wie die An 
gaben in Tabelle TV und VI zeigen, steigt wiihrend der Kultur die Kon- 


S 
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zentration der Wasserstoffionen. Der dort angegebene Hoéchstwert von 
pu 5,2 kann noch -unterschritten werden; gelegentlich bis 3,4, allge- 
- meiner nur bis etwa 4,5. Der letztgenannte Wert ist auch etwa der 
Grenzwert, bis zu dem die Aphingskouzentration der Wasserstoffionen 
ohne wesentliche Schaidigung vertragen werden kann, wie Tabelle VIII 
zeigt. Im Vergleich zum Anfangswert 6,8 ist der Stoffwechsél bei 5,5 
 yollig unverandert, wahrend 4,5 schon eine kleine Verinderung in der 

Richtung zeigt, dab der Fettgehalt und der Fett-Koeffizient anniihernd 


Tabelle VIII. Wirkung der Anfangskonzentration 
- der Wasserstoffionen 


py-Wert zu Versuchbeginn 

6,8 | 55 | 68 | 45 || 50 | 4, 

pu-Wert nachher 4,2 3,8 = —_ 3,4 3,5 

g Zucker vorher in 100 ccm 1,97 }-: 1,97|| 1,79} 1,79]; 5,08) 5,08 

ge Zucker verbraucht 1,79| 1,81] 1,25) 0,90] 4,07) 0,96 

Fett in °%o 14,68 | 15,10|| 32,45 | 28,97)) 10,11} 10,17 

EiweiB in °/o 21,70 | 19,89]) 10,82! 18,25|| 22.57) 40,63 

Fett-Koeffizient 4,57| 4,80|| 15,74| 13,53]| 352) 4,97 

Eiwei8-Koeffizient 6,75| 6,32] 5,24| 8,52) 7,86] 19,85 

Okonomischer Keeffizient 31,1 | 31,8! 485 | 46,7 | 34,8 | 489 
ve 1 Liter/g : 

- Trockensubstanz 5,57| 5,75|| 6,06| 4,16] 14,17) 4,69 

Fett . 0,82! 0,87|/ 1,97] 1,21) 1,43] 0,47 

Eiwei8 1,21| 1,14] 0.66] 0,76] 3,20] 1,91 


Nahrlosung : In Versuch I 2°/, Weizenkleie-Extrakt, 0,075 9/9 NH, NOs, 

sonst wie in Tabelle I. Versuch II 1°/) Weizenkleie- Extrakt, 10, Molke, 

0,0124°/, (NH,), HPO,, sonst wie vorher. Versuch III 3°/, Weizenkleie- 
Extrakt, 0,2°/) (NH,), HPO,; 3 Tage Kulturdauer. 


unverdndert geblieben sind, wihrend der HiweiS$gehalt und Eiweif- 
Koeffizient stark anstiegen, die Trockensubstanzbildung stark zuriick- 
ging, Erscheinungen, die sich von 5,0 zu 4,0 noch weit ausgepragter 
zeigen. Im letzten - Falle fillt der hohe dkonomische Koeffizient bei 
geringem Zuckerverbrauch auf. Ahnliches ergab sich bei weiteren Ver- 
suchen. Man sieht also, da® an sich die Méglichkeit zu einer 6konomi- 
schen Ausnutzung des Zuckers gegeben ist, dab diese aber offenbar 
stirker auf die EiweiSbildung als auf die "Fettbildung gelenkt wird 
bei allgemeiner Hemmung des Wachstums. 

Zur Ergiinzung wurde ein Versuch durchgefiihrt, in dem, bei 
gleichem Ausgangs-pH von 6,8 die eine Kultur unverandert belassen 
wurde und ein End-pu von 4,3 zeigte, wihrend eine andere nach 61/2 
Stunden Liiftung von px 6,0 auf 6,7 nach 24 Stunden von 4,8 auf 5,6, 
nach 32 Stunden von 5,0 auf 5,8 gebracht wurde; das End-pu nach 
48 Stunden betrug 5,0. Die Analysen ergaben fiir beide Kulturen vollig 
gleiche Werte fiir Fett, Eiwei8, Trockensubstanz und Zuckerverbrauch. 
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Man kann also sagen, da das normale fvachatint ted einem Ausgat 
pu-Wert von 6,8 durch die im Stoffwechsel gebildeten verhaltnismaf: 
geringe Sduremenge nicht gehemmt wird, daB aber ein Ausgal 5 
wert von unter 5,0 zu einer Verminderung der Trockensubstanzbildun o 
fiihrt. Auf weitere Einzelheiten wird gleich zuriickzukommen sein 

Erwahnt mége noch werden, daf im Verlaufe der Entwicklung u. U. 
auch wieder eine geringfiigige Erhéhung. des pu-Wertes eintreten kann, 
wie Beispiel 3 in Tabelle IX zeigt. q 
Zeitlicher Verlauf: In Nahrlésungen mit 5 9/o Zucker 12 
die Fettbildung nach 48 Stunden, giinstige— Entwicklungsverhiltnisse 
vorausgesetzt, “nahezu abgeschlossen. Bei den hohen Ausbeuten, wie 
sie oben in Tabelle V (Luzerne-Extrakt) erwaihnt wurden, vollzieht sic L 


Tabelle IX. Zeitlicher Verlauf der Fett- usw. Bildung ~ <i 


—r 


g 


eye BD 


2 = = Me 
Versuch Nr. eels bee neat 2 . | 3 2: wae 
S2)\/s5 i\tse| os 5 = 5 Bi 2n | S38]. 
mee 152 (22 (Sfe/ae| = | = | 8 | aa | eo [see] & 
Liiftung et Lees © bad i 2. + a so Maks be 
f : Ww w iw 10°55).55 ; 
1 6,8 | 4,8 | 8,86 | 2,81 | 2,74 | 34,44) 0,56! 7,08} 20,6| 5,79 0,16. 
2 68 | 4,8 | 8,36 | 4,36 | 995 | 23,63|1,90| 4,51] 19,1| 8,33] 0,83 
3 6,8 | 4,8 | 8,36 | 6,22 |11,25 | 19,88] 1,86| 3,29] 16,5] 10,28] 1,16 
ae 6,8 | 4,4 | 8,36 | 6,65 | 9,44°)) 17,31] 1,52! 2,79| 16,1] 10,72] 1,02 
2 68 | 4,4 | 5,25 | 2,97) 7,09 | 26,44] 1.36| 5,08] 192] 5,72) 0.41/41 
3 6,8 | 4,9 | 5,25 | 3,97} 8,96 | 16,50/2,07| 3,81} 23,1] 9,16] 0,82 
4 6,8 | 5,1 | 5,25 | 4,52] 9,87 | 11,00} 2,84|.3,38| 30,3] 13,68] 1,28. 
5 6,8 | 4,9 | 5,25 | 4,81] 11,21 | 10,69] 8,48] 8,32] 31,0] 14,92) 1,67} 1 
6 6,8 | 4,9 | 5,25 | 4,86 | 10,45 | 10,06} 3,40| 3,27| 82,5) 15,80) 1,65} 1,5 
7 6,8 | 5,1 | 5,25 | 4,84 | 10,30 | 10,50] 3,59| 3,66} 34,9] 16,85| 1,74} 1380 
2 6,8 | 4,8 | 5,25 | 2,35 112,75 | 19,4413,33| 5,08| 261] 6,14] 0,78] 
8 6,8 | 4,3 | 5,25 | 2,76 | 15,13 | 20,50| 3,59! 4,86| 23:7] 6,55 | 0,99 
4 6,8 | 4,4 | 5,25 | 2,79 | 14,83 | 19,06/3,32] 4,42) 23.2] 6,46| 0,93) 1 
5 6,8 | 4,4 | 5,25 | 2,89) 14,45 | 18,75/ 3,23} 4,19| 22.4) 6,47].0,93| 1,21. 
6 6,8 | 4,4 | 5,25 | 3,03 | 18,92 | 16,69| 3,00) 3,60) 21,5] 6,53] 0,91] 1,09 
7 6,8 | 4,4 |'5,25 | 2,89 | 14,99 | 15,81 | 3,39| 3,88| 22.6] 6,54]: 0,98] 1,0 


*) Wert wahrscheinlich zu niedrig, da Gefa8 stark schaumte und etwas. Fliissigkeit iiberging. 


Nihrlésung: Wie in Tabelle I, aber ohne K, SO,; im iibrigen bei 1) 3°/, Weizen- , 
kleie-Extrakt, 0,125°/, (NH,), HPO,. Bei 2) und 8) 2°/) Weizenkleie-Extrakt, 
0 ,10/, (NH,), HPO, 2000 cem in 2-Liter GefaBen.. ! 


also die Fettbildung in einem Zuge, unmittelbar an die EiweiSbildung 
(= Zellvermehrung) anschlieBend. Es fragt sich somit nur, ob bei. 
schlechterer Fettbildung die Zeit der Liiftung einen gewissen Ersatz 
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bilden kénne, was aber, wie Tabelle IX zeigt, nicht der Fall ist. Das 
erste Beispiel, in dem vier verschiedene Kolben benutzt wurden, zeigt, 
; dab 24 Stunden fiir die Fettbildung nicht ausreichen, wohl aber fiir 
die Eiweifbildung, die dann schon villig abgeschlossen’ ist; man be- 
achte die absoluten Zahlen des gebildeten Eiwei® (g je Liter). Bis 
_ zum 3. Tage tritt nur mehr eine geringfiigige Steigerung ein. Das 2. Bei- 
spiel, in dem aus einem grofen Kolben jeweils Proben zur Unter- 
suchung entnommen wurden, zeigt das gleiche, nach dem 3. Tage ist 
die Steigerung der Fettbildung nur mehr unwesentlich; der Zucker 
_ wurde fast véllig verbraucht. In dem dritten Beispiel endlich tritt nach 
_ dem 3. Tage keinerlei Steigerung der Fettbildung mehr ein, bei villiger 
_ Sistierung des Zuckerverbrauches etwas unter der Hilfte der urspriinglich 
_gebotenen. Nur bei sehr hoher Zuckerkonzentration (vgl. Tabelle X) 
_ verschiebt sich die Fettbildung zeitlich etwas. / 
i Es kann also gesagt werden, daf die Fettbildung sich entweder 
sofort an die EiweiSbildung anschlieBt oder iiberhaupt. nicht in 
_ gréBerem Umfange in Gang kommt, wenn offenbar irgendwelche Fak- 
toren ungeeignet sind (man vergleiche jedoch den nichsten Abschnitt 
liber die Wirkung hoher Zuckerkonzentration). Im Falle des Versuchs 
1) diirfte die Stickstoffernihrung zu hoch, im Falle von Versuch 2) 
und 3) die Liiftung der grofen Gefife nicht ausreichend gewesen sein. 
Daf der pu-Wert dabei nicht entscheidend war, diirfte nach den in 
_ Tabelle VIII mitgeteilten Ergebnissen anzunehmen sein. Weiterhin 
-spricht dafiir, da8 in Versuch 2) gegeniiber Versuch 3) die Fettbildung 
gerade bei etwas niedrigeren pu-Werten besser ist. Man wird nach allem 
annehmen kénnen, daB die Anderungen des pu-Wertes lediglich eine 
_ Begleiterscheinung, nicht die Ursache des Ganges der Fettbildung sind. 
, Sonstige Beobachtungen. Auf die Wirkung der Zucker- 
konzentration einzugehen, erscheint zwecklos, da ja lediglich 
das Verhiltnis zu den tibrigen Ernihrungsfaktoren dadurch geandert 
_ wird, also-gegentiber den obigen Ausfiihrungen keine neuen Ergebnisse 
- zu erwarten sind. Nur eine Erscheinung ist noch bemerkenswert. Wie 
- die in Tabelle X mitgeteilten Zahlen zeigen, sinken in dem Versuch 1) — 
_ (links) mit der Erhéhung der Zuckerkonzentration sowohl die Fett- 
wie auch die EiweiB-Koeffizienten ab, wihrend ja in den bisher be- 
- sprochenen Versuchen stets die Gegensitzlichkeit zu beobachten war. 
 Offenbar ist diese Erscheinung darauf zuriickzufiihren, da® hier die Fett- 
 bildung infolge der hohen Zuckerkonzentration erheblicher hinter der 
_ Eiweifbildung zuriickbleibt als das normalerweise der Fall ist. Den 
Beweis dafiir ergibt der Versuch 2) (rechts): Nach 3 Tagen ist die Fett- 
pildung bei der hohen Ausgangs-Zuckerkonzentration von fast 9°%/o 
noch sehr gering, die Eiweifbildung hoch. Prozentgehalt an Hiweif 
und Eiwei8-Koeffizient liegen weit tiber prozentigem Fettgehalt und 
Fett-Koeffizienten. Nach einem weiteren Tag Liiftung (4 gegeniiber 
3 Tagen) haben sich die Verhiltnisse genau umgekehrt. Auch 6kono- 
mischer Koeffizient und absolute Trockensubstanzbildung sind ge- 
stiegen. Das normale Bild der Fettbildung, wie es sich bei allen vor- 
 herigen Versuchen ergab, ist also lediglich zeitlich etwas verschoben. 
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Tabelle X. Wirkung steigender Zuckerkonzentration pt 
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‘ Zucker | Liiftun gstage ‘ 
Differenzierung 5,2°/p 7,6°/, 9,5°/, 3 Py: 
py-Wert vorher 6,8 6,8 6,8 6,8 6,8 
py-Wert nachher — 5,4 5,3 5,9 AS a, ae 
g Zucker vorher in 100 cem Bo 7,6 9,5 886 | 8,86 3 
g Zucker verbraucht 4,06 5,73 6,80 5,11 6,49 
Fett mm! 9/5. 23,23. 19,89 15,73 7.08 -). 23,15 
Eiweif in °%/, 13,81 13,56 14,31 22,75" | 13,81 — 
Fett-Koeffizient 10,30 | 6,78 4,16 1,48 6,76 
Eiweif-Koeffizient 6,12 4,63, 3,79 4,61 4,03 
Okonomischer-K oeffizient 44,33 34,11 26,46 20,25 29,20 | 
Je 1 Liter/g : i203 
Trockensubstanz 18,00 19,55 18,00 10,30 18,95 
Fett 4,18 3,89 2,83 0,83 4,394 
EiweiB _ 2,49 2,65 2,58 2,36 262-2 5 


Nahrlésung: Versuch 1) 2,5°/, Weizenkleie-Extrakt, 10°/, Molke, 
0,093°/, (NH,), HPO,, sonst wie in Tabelle 1; Liiftung 3 Tage. Ver- 
such 2) 2°/, Weizenkleie-Extrakt, 0,15°/, (NH,), HPO,. Sonst wie -@ 

in Tabelle I. Beide Holzzuckerwiirze.- 


Von den Zuckerarten wurde aufer Holzzucker (Glykose) — 
auch reine Glykose, weiBer und brauner Rohrzucker gepriift. Sie sind, — 
wie zu erwarten, alle verwertbar. Insbesondere fiel die gute Eignung _ 
des braunen Zuckers auf, mit dem regelmifig Fett-Koeffizienten um _ 
15 erreicht wurden, mit weiBem Zucker lagen die Werte stets etwas — 
niedriger. Offenbar hiingt das mit einem héheren Wirkstoffgehalt des 
braunen Zuckers zusammen. Von Pentosen wurde Xylose gepriift. In_ 
einer Nahrlésung mit 1°/o Weizenkleie-Extrakt und 1,16°/o reiner Xylose 
ergab sich nach 2 Tagen Liiftung ein Fett-Koeffizient von 12,94, nach 
Abzug des fiir die gleiche Nihrlésung ohne Xylose erzielten Wertes ver- 
bleibt fiir die verarbeitete Nylose noch eim Fett-Koeffizient von 7. 
Diese Pentose ist also recht gut verwertbar, was fiir die Heranziehung — 
pentosehaltigen Materials zur Ziichtung der Fetthefe wichtig ist. 4 

Auf die Stammeseigenschaften von Candida Reukauffi ; 
sei hier nicht eingegangen und nur erwiihnt, da& zahlreiche Stiimme 
von verschiedenen Eigenschaften vorkommen, z. B. Stiimme,. bei denen 
in Kultur nur SproBzellen auftreten, zu denen der zu den vorliegenden 
Versuchen benutzte Stamm gehért, ferner solche, bei denen auch in 
Kultur die in dem Bliitennektar vorhandenen Kreuzformen auftreten. 
Diese scheinen weniger zur Fettbildung zu neigen, wie zu erwarten ist. 
Die Stimme unterscheiden sich auch durch ihr Garvermégen, und es 
scheinen in den Bliiten verschiedenartiger Pflanzen jeweils bestimmte 
Stémme vorzuherrschen 14, 


1" A, Rippel-Baldes: Nachr, Gitt. Akademie d, Wiss., Math.-Physikal. Kl. q 
1947, 8. 17. ; 
3 
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_ Was die Beschaffenheit des Fettes betrifft, so handelt 
es sich um ein Ol, das alle Eigenschaften zeigt, wie sie auch fiir das Fett 
von Endomyces und Oospora gefunden wurden! und dessen Kon- 
Stanten nahezu die gleichen sind wie bei dem Olivenél. Wir fanden 


Fettkenstanten Candida-O] Oliven6] 
Spezifisches Gewicht . fliissig ; fliissig 
Konsistenz . . . . . 0,921 0,914—0,920 
Wnverseifbar «2 -: .°. 197 | 185—196 
CONG AEEN eri See oh et ees 70 | 79—94 
Verseifungszahl. ... 0,21 | 0,46—1,40 


Ob es sich bei dem gebildeten Fett um eigentliches Reserve- 
fett handelt oder in erster Linie um Degenerationsfett, 
wurde noch nicht gepriift. Die zweite Annahme lage ja nahe in Hin- 
sicht darauf, da® der Vorgang der Fettbildung in der Kultur offenbar 
ein mehr oder weniger erzwungener ist. Indessen sind die Fettzellen 
: noch keimfahig; sie keimen mit kronenartiger Sprossung aus, so daB sie 
_jedenfalls keine absolut degerierierten Gebilde sind. 


b 
| 


Zusammenfassung. Die in Bliitennektarien vorkommende Can. 
dida (Nectaromyces) Reukaufii verindert bei Liiftungskultur ihre Form 
vollig. Statt der dort vorhandenen ,,Kreuzform‘ treten Sprofzellen 
auf (nur bei gewissen Stdmmen werden auch in Kultur noch Kreuzzellen 
gebildet), die unter geeigneten Bedingungen stark verfetten und ein 
dem. Oliven6l ahnliches Ol enthalten. Diese Bedingungen sind: Gute 
Versorgung mit Wirkstoffen (in erster Linie Biotin), dtirftige Ernah~ 
rung mit Stickstoff, sehr kraftige Liiftung, pu-Wert nicht unter 5 bis 
4.5. Es werden dann Fett-Koeffizienten bis zu 15 (gelegentlich noch 
wenig dariiber) erzielt. Als Wirkstofflieferanten kdnnen Molke und die 
verschiedenartigsten Pflanzenextrakte herangezogen werden, als Zucker- 
quellen Holzzucker und Riibenzucker; Xylose wird ebenfalls zur Fett- 
bildung verwertet. 

; Die Begleiterscheinungen guter Fettbildung sind: Hohe absolute 
Trockensubstanzbildung, hoher d6konomischer Koeffizient, geringer 
-prozentiger EiweiBgehalt und geringer Eiweib-Koeffizient. Fett- und 
‘Eiwei®-Stoffwechsel verlaufen in diesem Sinne stets gegensitzlich. Die 
Fettbildung schlieBt sich an die vollendete Eiweifbildung an, ist somit 
ein Spitstadium der Entwicklung, das durch die geeigneten Kultur- 
bedingungen offenbar erzwungen wird. 

18 H. Fink, G. Haeseler und M. Schmidt: Zeitschr. f. Spiritusindustrie. 
1937. — H. Fink, H.Haehn und W. Hoerburger: Chemiker-Zeitung 61, 689, 
723, 744, 1987. 

__ Nachtrag: Soeben wird uns bekannt, dafB nach Schopfer und Mit- 
arbeitern Biotin fiir das Wachstum unserer Hefe unerla@lich ist; Aneurin 
allein ist unwirksam, steigert aber die Ernte bei Vorhandensein von 
Biotin, und zwar durch die Pyrimidin-Komponente (W.H. Schopfer und 
M. Guilloud: Schweizer. Z. f. Pathologie u. Bakteriologie 8, 441, 1945, 


J. A, Hijner: Experientia, 2, H.8, 1946). 
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Physiologischer Zien 
und Wachstumsintensitit bei Chlorella. 


Von! + 33 Ter 
ee, ee Hans v. Witsch. 

— Mit 2 Textabbildungen, RPh 22: PISs: 

(Eingegangen am 24. ‘Nowember 1987.) eS 
Bei unseren Untersuchungen iiber die Substansprodukkied 
tropher Mikroorganismen (Harder und v. Witsch 1942 a und b) 
Bess bald auch die Frage auf, wieweit der physiologische - Zust 
ies Impfmaterials den Ernteertrag der Kulturen beeinfluBte. Ein 
von Beobachtungen iiber das Wachstum von Chlorella in_ 
kulturen sind an anderer Stelle (v- Witsch 1948 b) bereits mit 
worden. Die Rolle des Impfmaterials wurde dort jedoch nicht 
sie sollte in anderem Zusammenhange gesondert behandelt wer 
Durch die Arbeiten von Czurda (1933, 1935a,b, 1937) und ¢ 
schek (1936, 1940, 1941 a,b, 1944) an zahlreichen. griinen Alge 
Flagellaten ist nachdriicklich auf die groBe Bedeutung hingewi 
worden, welche der physiologische Zustand einer Algenkultur au 
morphologischen und physiologischen - Eigenschaften der geziich 
Organismen besitzt. Beide Autoren betonen niet ck dab nur 


fihigkeit befindlichen Zellmaterials Aiontistnadand hee ‘onkordael 
stadium nach Denk 1942) reproduzierbare Ergebnisse zu erwarten | i 
Dies gilt sowohl im Hinblick auf die fiir die betreffende Art char 
ristische morphologische Ausprigung der Zellen, wie vor allem auch — 
‘fiir ihre Vermehrungsfihigkeit (Czwrda 1935a,b, Ondratschek 1937, ; 
Denk 1942). Ondratschek bringt in seinen Untersuchungen an hetero- 
trophen Flagellaten zahlreiche Beispiele, in welchen der physiologische 
Zustand des Impfmaterials von maBgeblichem Einflub auf das Wachstum — 
der jungen Kulturen war (Ondratschek 1940, 1941a). Diese Arbeiten 
sind in unserem Zusammenhang auch deshalb von besonderem Inter-— 
esse, weil es sich bei ihnen ebenfalls um Anzuchten: eréBerer Material- 
mengensin Fliissigkeitskulturen handelt, die an die Vermehrungsfahig- 
keit des Impfmaterials viel héhere Anspriiche stellen als einfache Uber- } 
_ impfungen von Agarkulturen in Reagenzgliisern. 
In Ondratscheks Versuchen waren die unter sonst gleichen Ver-. 
suchsbedingungen erzielbaren Erntemengen je nach dem physiologi- — 
schen Zustande des Impfmaterials ganz verschieden groR. Wurde_ dieses 
einer Kultur entnommen, deren Zellen sich noch lebhaft teilten, so war 
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das Ernteergebnis viel giinstiger als beim Ausgehen von ilteren, in 
Teilungsruhe befindlichen Zellen (Diskordanz-, bzw. Degenerations- 
Stadium nach Denk 1942). Im ersten Fall wurden nicht nur an sich 
viel héhere Zelldichten und Erntegewichte erreicht, sondern auch in 
wesentlich ktirzerer Zeit. Abweichend verhielten sich nur einige Eugle- 
ninen, bei welchen es ohne besondere Bedeutung war, in welchem 
 physiologischen Zustand sich das Impfmaterial befand. . 
Die im folgenden mitgeteilten eigenen Erfahrungen beziehen sich 
durchwegs auf Chlorella; die verwendete Form wurde bei einem massen- 
_weisen Auftreten im Freiland gesammelt und in Klonkultur heran- 
gezogen. Die Versuche wurden in der bereits an anderer Stelle (von 
_ Witsch 1948b) geschilderten Weise in Durchliiftungsrohren in Erd- 
oder Mineralsalzlésung durchgefiihrt. 


Versuche iiber die Wachstumsintensitit von physiologisch jungem 
; und altem Impfmaterial. 


. Gelegentliche Beobachtungen hatten die Vermutung nahe gelegt, 
-daB das Alter des Impfmatérials im Gegensatz zu den Angaben der 
Prager Schule bei Chlorelia keinen wesentlichen EinfluB auf das 
Wachstum der Kultur habe. 

In einer Versuchsserie z. B. wurden verschieden alte Kolbenkulturen 
in gleicher Ausgangszelldichte (4 Zellen je Zihlkammerfeld, letzteres = 
1/160 mm*) in neue Kolben iiberimpft. Drei der verwendeten Ausgangs- 
kulturen standen bereits 10, 7 bzw. 4 Monate in Erlenmeyerkolben mit Erd- 
lésung, hatten naturgemif jegliches Teilungswachstum laingst eingestellt 
und zeigten mit Reservesubstanz vollgepfropftée, gelblich verfarbte Zellen; 
als Reservesubstanz tritt, wie bereits friiher mitgeteilt, fettes Ol auf, das in 
Form kleiner Trépfchen in den Zellen abgelagert wird. Als vierte Impfkultur 


wurde kriftig gewachsenes, erst am Beginn der Speicherphase (v. Witsch 
-1948b) stehendes Material aus einem Durchliiftungsrohr génommen, Nach 
‘i7tagiger Kultur betrug die Zelldichte bei Verwendung des 10, 7 bzw. 
4 Monate alten Impfmaterials 131, 146 und 138 Zellen je 1/160 mm?, bei der 
‘letzten Serie 150. Der Zuwachs war in allen Fallen infolge Anzucht bei ge- 
ringem Licht und niedriger Temperatur (Ostfenster eines ungeheizten Zim- 
“mers im Oktober) relativ niedrig. Ein merklicher Einflu8 des Alters der zum 
Impfen verwendeten Kulturen oder gar ein Erléschen der Teilungsfihigkeit 
‘in iiberalterten Anzuchten lie® sich demnach nicht feststellen, In einem 
‘aweiten Falle zeigte das am stirksten verfettete Impfmaterial sogar die 
besten Zuwachswerte. 
- Daraufhin wurden besondere Versuche angesetzt, um unter kon- 
stanten, optimalen AuBenbedingungen, wie sie bei den Versuchen zur 
Massenkultur von griinen Algen entwickelt worden waren (v. Witsch 
1948b), verschieden vorbehandeltes Impfmaterial vergleichen zu 
k6nnen. © 
| Aus einer 12 Tage alten Erdlésungs-Kolbenkultur, deren Zellen sich in 
lebhafter Teilung befanden, wurden zwei Durchliiftungsrohre beimpft und 
bei tiglich 16stiindiger Beleuchtung von 3500 Lux und Beliiftung mit reiner 
Luft bzw. unter Zusatz von 0,4%/o0 COz aufgestellt. Als Nahrlésung diente die 
9 
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Mineralsalzlésung unter Erdlésungszusatz', die schon friiher mit bestem Er- 
folze verwendet worden war und unter sonst giinstigen Wachstumsbedin- — 
gungen leicht Zelldichten von 1000—1500 je 1/160 mm erreichen lief. 

Nach 4tiigigem Wachstum wurden aus diesen Rohren zwei neue be- 
impft, die dann wieder das Impfmaterial fiir das nachste Paar abgaben, und 
so fort in Abstinden von 3—5 Tagen®. Durch diese mehrfachen Passagen 
wurden Kulturen verschiedenen Alters und in verschiedenem physiologi- 
schem Zustande erhalten, die dann das Impfmaterial fiir den Hauptversuch _ 
abgeben sollten. Durch die Parallelreihen mit und ohne COs-Zusatz wurde — 
die Variation des Impfmaterials noch erhéht. - . 

Bereits die Beobachtung des Wachstums in diesen Rohren zeigte, — 
da8 die Teilungsrate mit fortschreitender Passagenzahl nicht anstieg. 
sondern ganz im Gegenteil laufend absank. In Tabelle I sind die Ergeb- _ 
nisse der Zelldichtebestimmungen zu Beginn und am Ende jeder Uber- 
impfung zusammengestellt. Die. durchschnittliche Teilungsfrequenz als { 


Tabelle I. Durchschnittliche Teilungsfrequenz von Chlorella (Anzahl det | 
Teilungsschritte je Zelle und Tag) bei mehrfacher, kurzfristiger Uber- 
impfung und Kultur in Durchliiftungsrohren mit und ohne Zusatz von 


0,4°%o COs. 
é Durchschnittliche _ 
Seca Zelldichte Toouniecscet der 
a zu Beginn beim Uberimpfen Kulturperiode | 
Tagen rut | COs | Luft | Cos Luft CO: ° 
1. Uberimpfung 4 || 2 2 | 157 | 315 | 1,57 1,80 | 
2. 3 8 8 154 | 348 1,43 1,83” 
3. F 4 8 8 228 | 481 1,20 1,47 
4, "i 5 8 8 |.257 | 761 4,18 | te 
5. . 5 8 8 398 | 664 | 1,14 127 
6. 3 3 8 8 91 | 153 1,17 1,44 < 


MaB fiir die Wachstumsintensitit der Kulturen sinkt in beiden Serien — 
stetig ab. Streng genommen sind natiirlich nur die Passagen gleicher 
Dauer direkt miteinander vergleichbar. Aber auch bei Gegenitberstel- | 
lung der gleich langen Wachstumsperioden der 1. und 8., 2. und 6. sowie 
der 4. und 5, Uberimpfung kommt das Nachlassen der Teilungsinten- 

sitiit im Laufe des Versuches iiberzeugend zum Ausdruck. Dann ver- 

schwinden auch die scheinbaren, durch verschieden lange Kulturdauer — 
bedingten UnregelmiBigkeiten zwischen 1. und 2. Uberimpfung in der 
CO2-Serie sowie zwischen 5. und 6. Uberimpfung in beiden Serien. 1 


' Gottinger Leitungswasser (sehr hart) : 1000 cem, MgSO. 7H20 : 01 g, 
KH POs : 0,04 g, KNOs: 0,55 g, Fe-Lactat:6mg, 10 ane Erdlésung, neta 3 
stellt durch 4stiindiges Kochen einer Mischung von je einem Teil halbfeuchter — 
Gartenerde und Wasser im Dampftopf. Die Abkochung wird dekantiert und © 
ist nach nochmaligem Aufkochen und Abschiiumen gebrauchsfertig. 


7 
ach nog ; 
; ie einzelnen Uberimpfungen wurden aus versuchstechnischen Griinden : 
in etwas verschiedenen Zeitabstiinden durchgefiihrt. i 
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Am Ende dieses Versuches stand also Material von verschiedenem 
-Physiologischem Zustande zur Verfiigung. Die Zellen in den zuletzt be- 
impften Rohren befanden sich seit mehreren Ubertragungen dauernd im 
3 Zustande lebhaftester Zellteilung, die dlteren Rohre boten Zellen, die 
_ je nach dem Datum der letzten Uberimpfung ebenfalls noch im Peilungs- 
Stadium standen, oder aber bereits mehr oder weniger in die Phase der 
_Reservestoffspeicherung eingetreten waren. Daneben wurden zum wei-. 
_teren Vergleich auBerdem noch Proben aus dem Kolben, von dem bei 
der Uberimpfung ausgegangen worden war, und von zwei weiteren 
_ 15 Wochen alten Kolbenkulturen verwendet. Durch Ansatz von normal 
e beliifteten und von zusitzlich mit 0,4°/o COz begasten Parallelserien 
_ sollte auch hier wieder der Vergleich zwischen guten und optimalen 
_ Wachstumsbedingungen erméglicht werden. 


: Die gewahlte Versuchsanstellung bewirkte durch langere Zeit 
= starkste Vermehrung des Impfmaterials. Dadurch werden, wie schon 
€ingangs erwahnt, an die Vermehrungsfihigkeit der eingebrachten 
Zellen viel héhere Anspriiche gestellt als bei normaler und laborato- 
_ riumstiblicher Ubertragung von Agar- oder Reagenzglaskulturen mit 
-geringen Fliissigkeitsmengen. Das Ziel dieser Versuche war, die Be- 
- deutung des Impfmaterials gerade unter den Bedingungen fiir Massen- 
_ kultur kennenzulernen, um zu sehen, wieweit die an kleinmaSstiblichen 
s Kulturen gewonnenen Erfahrungen hierauf iibertragen werden kénnen. 
_ Es wurden die folgenden Versuche mit je drei Einzelrohren und einer 
_ einheitlichen Impfdichte von 2 Zellen je 1/160 mm’ angesetzt und nach 
- 13, 21 und 25 Tagen je ein Rohr jeder Serie geerntet. 


I. -Impfmaterial aus Kolbenkulturen, im Versuch unter CO2-Zusatz. 

Serie A: Impfmaterial 31/2 Monate alte Kolbenkultur. Zellen mit viel 
Reservesubstanz (32°/o Fett i. Tr.), Chromatophoren undeut- 
lich, gelbgriin, Zellinhalt schaumig dicht. Farbe der Kultur 
triib gelbgriin. ~ 

ae 

: Serie B: Impfmaterial 35 Tage alte Kolbenkultur, bei schwachem Licht 

a und niedriger Temperatur herangewachsen (Ostfenster im 

ae Herbst, ohne Heizung). Zellen mit wenig Reservesubstanz 

; (10%/o Fett i. Tr.). Farbe der Kultur tritb griin. 

Serie C: Impfmaterial 35 Tage alte Kolbenkultur, bei gutem Licht und 
normaler Temperatur herangewachsen. Zellen mit viel Reserve- 
substanz- (29°/o Fett i. Tr.). Chromatophoren undeutlich, fast 
gelb, Zellinhalt schaumig dicht. Farbe der Kultur gelb. 


II. Impfmaterial aus Durchliiftungsrohren, bei der Anzucht und im Versuch 
z unter CO2-Zusatz. 

Serie D: Impfmaterial 3 Tage alte Kultur in Durehliiftungsrohr nach 

. vorhergehender 6maliger Uberimpfung. Zellen mit wenig Re- 

servesubstanz (13% Fett i. Tr.), Chromatophoren deutlich, 

FS scharf begrenzt, lebhaft griin, Zellinhalt klar. Farbe der Kultur 
grasgriin, nicht triib. 

Serie E: Impfmaterial 8 Tage alte Kultur in Durchliiftungsrohr nach 

vorhergehender 5maliger Uberimpfung) Zellen mit wenig Re- 


i 9+ 


dix Serie F: Impfmaterial 17 Tage alte Kultur in etc 
ets = vorhergehender zweimaliger Uberimpfung. Zellen mit sehr 
: Reservesubstanz (41% Fett i. Tr.), Chromatophoren un 


iE lich, gelbstichig griin, Zellinhalt sehacinies dicht. ‘Farbe | de 
ao Kultur trib gelbgriin. eee 
Be Il. Impfmaterial aus Durchliiftungsrohren, bei der Anzucht shies im 
ye such mit CO2z-Zusatz. ; pret eG 
fm Serie G: Impfmaterial 3 Tage alte Kultur in Durchliiftungsrohr 
4 Ae : vorhergehender 6 maliger Uberimpfung. Mikro- und | Ess oe 
ete skopisches Aussehen wie in Serie D. 
Bi Serie Hi: Impfmaterial 17 Tage alte Kultur in Diahhiteineaechee 
sg : 2maligem Uberimpfen. Zellen mit viel Renovo (2 
4 Fett i. Tr.), Farbe der Kultur triib griin. <3 
Re. SSRLY, ‘Impfmaterial aus Durchliiftungsrohren, bei der Anzucht und im Ver - 
din such ohne CO:2-Zusatz. ~ : 
is Serie I: Impfmaterial dasselbe wie in Serie G. aL ode) 
ie. Serie K: See dasselbe wie in Serie iB: 
er t 
ei 
elds = 
by e 
Hae TE Wea WE 
‘) 2 IZ, 
Be = 100} / : 
ie Y 7 Z 7 
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Abb. 1, Trockengewichtsernten je 100 cem Nuhrldsung bei Verwendung von Impfmaterial in ver- 
F schiedenem physiclogischem Zustande. Ernten nach 13 tigiger Kultur schraffiert, nach 21 Hisiees 
i kreuzschraffiert. Niihere Erklirung im Text, 
ri Die Ernten des dritten Rohres jeder Serie nach 25 Tagen boten nichts’ 


Neues gegeniiber dér 21 tigigen Kulturdauer und sind daher der Uber- | 
‘* sichtlichkeit halber weggelassen worden. 
* Der Vergleich der einzelnen Serien liBt ohne weiteres erkenacn, 
: dap in lebhafter Zellteilung befindliches Impfmaterial keine hdheren 
Ertrdge liefert, als bereits in der Speicherphase befindliches. Die 
Serien A und © weisen nicht geringere, sondern sogar héhere Ernte- 
gewichte auf als die Serien D und G. Im ersten Falle wurden aber sehr. 
alte, mit Reservestoffen beladene, im Zustand der Speicher,,degenera- 


q 
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tion” befindliche Zellen zum Impfen verwendet, bei der zweiten Gruppe 
hingegen durch 6malige Uberimpfung zu lebhaftester Vermehrung an- 
~ geregte Zellen im Normalzustande. Der Vergleich der Serien B mit A 
und C, ferner G mit H und I mit K legt vielmehr den Schlu8 nahe, 
dap gerade die mit Reservesubstanz erfiillten, fettreichen Zellen, also 
im allgemeinen die dlteren Kulturen, das giinstigste Impfmaterial dar: 
stellen, vielleicht mit der Einschrinkung, daB die Fettspeicherung nicht 
_tiber ein gewisses Optimum hinaus fortgeschritten sein darf. Serie F 
mit 41%o Fett brachte etwas geringere Ertriige als D und E.°. 
Die giinstigste Wirkung vorhandener Reservesubstanzen kommt be- 
sonders deutlich zum Ausdruck, wenn die Assimilationsbedingungen 
durch Fehlen des CO2-Zusatzes ungiinstiger sind. Die Serien I und K 
_ zeigen gréBere Unterschiede als die Serien G und H, welche den Erfolg 
_ der gleichen Impfmaterialien, aber bei Weiterkultur unter C0,-Zusatz 
_ wiedergeben. Re ae 
L Auf etwas andere Weise wurde der Einflu8 des Impfmaterials in 
_ folgendem Versuch gepriift. 
In einem gréferen, 7 Liter fassenden Durchliiftungsgefi8 wurde bei 
einer Lichtstaérke von durchschnittlich 500 Lux eine Kultur angesetzt und 
_ die Zelldichte laufend durch Zihlung festgestellt. Infolge der geringen Licht- 
_ Stirke stellte sich schon bei einer Zellenzahl von 60 je Zahlkammerfeld ein 
durch lingere Zeit. konstant bleibender Endwert ein. (Abb. 2, Kurve I.) 
Aus dieser Ausgangskultur wurden nun zu verschiedenen Zeiten je 100 ccm 
abgefiillt und in den gew6hnlichen, auch im eben besprochenen Versuch ver- 
wendeten kleineren Durchliiftungsrohren bei 8000 oder 4000 Lux weiter- 
 kultiviert. ox 
Durch die Ubertragung in die kleineren Rohre wurde erreicht, dafi das 
Ausgangsmaterial verschieden lange Zeit nach Beendigung des Zellteilungs- 
wachstums durch Erhéhung der Lichtintensitét und bessere Durchliiftung zu 
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oe Abb. 2. Zellvermehrung nach Ubertragung in giinstigere Wachstumshedingungen bei verschiedenem 


physiologischem Zustande der Ausgangskultur. Néhere Erklarung im Text. 


neuer Vermehrung angeregt wurde. Wenn die Dauer des Verharrens in 
-Teilungsruhe auf die ‘Teilungsbereitschaft der Chloreliazellen von EinfluB ist, 


: 3 Ein strenger Vergleich der Serien D und E ist cae nicht ep 
Serie D war leider durch einen Zahlfehler bei der Zelldichtebestimmung des 
- Impfmaterials um 22,50 zu stark beimpft worden, Zum Ausgleich dafiir 
sind zwar die Trockengewichtswerte in Abb.1 um 12% reduziert worden, 
doch diirfte dadurch der Fehler noch nicht voll kompensiert worden sein. 


; 


-aweite drei und die dritte zehn Tage spiiter. (Abb. 2, Kurve 1, 2, 3.) 
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so mufte sich das in irgend einer Weise beim Wiedereinsetzen neuer Zell-— 
teilungen nach der Ubertragung bemerkbar machen. og 

Die Ergebnisse dieses Versuches sind in Abb.2 durch die Kurven- 
der Zelldichten wiedergegeben. Die erste Probe wurde beim Ubergang 
der Stammkultur von der Teilungs- zur Speicherphase entnommen, die 


Trotzdem war der Wachstumsanstieg in den beiden spater abgezweigten 
Kulturen sicher nicht geringer, eher schneller und kraftiger als bei 
Probe 1. Da& Probe 3 einen etwas niedrigeren Endwert aufweist, er- 
klirt sich daraus, daB sie im Zusammenhang mit hier nicht interessie-_ 
renden Fragen bei nur halber Lichtstirke (4000 Lux) gehalten wurde. 


Es lieB sich demnach auch in diesem Versuch kein Abfall in der 
Leistung dlteren Zellmaterials gegeniiber jiingerem feststellen. Auch 
langere Zeit nach dem Aufhéren von Zellteilungen setzte nach Schaf- _ 
fung giinstiger Umweltbedingungen das neuerliche Wachstum der Kul- 
turen ebenso schnell und in mindestens gleicher Stiirke wieder ein wie _ 
in jiingeren Proben. Eine Wiederholung des Versuches unter etwas 
anderen Bedingungen brachte dasselbe Ergebnis. 


Auf die Vermehrungsfaihigkeit von Chlorella ist der Ubergang vom — 
Konkordanz- zum Diskordanzzustand demnach ohne EinfluB; hingegen — 
erfahrt der Ablauf vieler anderer physiologischer Vorgénge in den 
Zellen starke Verainderungen. An die Stelle des Zellteilungswachstums 
tritt die Speicherung von Reservematerial, anfiinglich noch begleitet 
von einem beschrinkten GréBenwachstum der Einzelzellen. Auf einzelne — 
Faktoren, welche auf diese Umstellung im Zellgeschehen von Einflub 
sind, ist bereits an anderer Stelle (v. Witsch 1948b) hingewiesen worden. 


Der Vitamin Bi-Gehalt junger und ausgewachsener Kulturen. 


Von Interesse fiir die Beurteilung des Zellzustandes in beiden 
Phasen ist die Feststellung, da®B junges Zellmaterial von Chlorella stets 
reicher an Vitamin B: ist als ilteres, im Speicherstadium befindliches. 
Die ersten Beobachtungen dariiber sind bereits friiher in anderem Zu- 
sammenhang - mitgeteilt worden (v. Witsch 1946). Inzwischen durch-— 
gefiihrte, weitere Versuche bestitigten und erweiterten die friithéren Kr-- 
gebnisse, so daf sich, wie die folgende Ubersicht zeigt, ein bis ins ein-— 
zelne gehender enger Zusammenhang zwischen Vitamin Bi-Gehalt und — 
Entwicklungsstadium der Kulturen nachweisen lie. ' 

Das fiir den beschriebenen Versuch der Abb. 1° durch mehrfache 
Passagen herangezogene, in verschiedenem physiologischem Zustande 
befindliche Zellmaterial wurde auch auf seinen Vitamingehalt unter- 
sucht. Die Aneurinbestimmung erfolgte mittels des Schopferschen 
Phycomycestestes in der in einer vorangehenden Mitteilung beschrie- 
benen Weise (v. Witsch 1948a). In Tabelle II sind die Ergebnisse (in 
y Bi je g Trockengewicht) sowie die jeweiligen Fettgehalte der Ernten 
(in %o des Trockengewichtes) als Ausdruck der mehr oder minder weit 
fortgeschrittenen Reservestoffspeicherung zusammengestellt. 


: 
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In beiden Serien steigt mit zunehmendem Alter der Fettgehalt 
stetig an, die einzelnen Werte liegen in der CO:2-Serie stets hdher als 
bei gleichalten Rohren der Serie ohne CO2-Zusatz, entsprechend den 
besseren Assimilationsbedingungen und der schnelleren Gesamtentwick- 
_ tung bei CO2-Begasung, die ein hiéheres physiologisches Alter der Kul- 
turen bedingte. Der Aneuringehalt verhalt sich genau umgekehrt. Von 
einem Anfangswert von 2,9y bei den 8 Tage alten Rohren der OU>- 


Tabelle II, Aneurin- und Fettgehalt verschieden alter Kulturen von 
Chlorella in Durchliiftungsrohren mit und ohne Zusatz von 0,4%/o COs. 


: Aneuringehalt (in y je g Trockengewicht) und Fettgehalt 
Kulturdauer seit der letzten (in %/9 des Trockengewichtes) bei Durchliiftung mit: 
Uberimpfung in Tagen 
; R reiner Luft Luft + 0,4°/9 COs 
8 2,9y 13°, 3,6y — 
13 2, ly 931°, 31y 26%, 
17 1,7y 41°, 3,4y 26%, 
20 - 18, 44%, 2,4y 33%, 
24 12y 499%, 3,1y 37%, 


Serie sinkt der Gehalt mit fortschreitendem Alter bis auf 1,2 y ab. Den 
niedrigeren Fettwerten in der Parallelserie entsprechen die hédheren 
Zahlen fiir Aneurin. Die Werte liegen zwischen 3,6 und 2,4 y; auch hier 
ist das Absinken im Laufe der Entwicklung festzustellen, wenn auch 
nicht in so regelmaBiger Weise wie in der ersten Serie. 
- Der enge Zusammenhang zwischen physiologischem Alter und 
Aneuringehalt kommt auch im folgenden Versuch klar zum Ausdruck. 
Hine Reihe von Parallelkulturen in Durchliiftungsrohren wurde mit 
Nahrlésung von verschiedenem Salzgehalt sowie mit und ohne CO2-Zusatz 
angesetzt,.Wie an anderer Stelle (v. Witsch1948b) mitgeteilt, 1a8t sich die 
Zellteilungsphase durch Erhéhung der N-, noch mehr durch Erhéhung der 
~ N- und P-Konzentration sehr stark verlingern und intensivieren und auf 
diese Weise der physiologische Zustand gleich alter Kulturen weitgehend 
verdndern. 

Tabelle III zeigt wieder aufs beste die gegenseitige Abhangigkeit 
der beiden GréBen: Auch hier sinkt, mit ganz wenigen Ausnahmen, in 
allen Serien der Aneurin- und steigt der Fettgehalt im Laufe der Ent- 
wicklung. Sete | 

Dariiber hinaus spiegelt sich das physiologische Alter der ver- 
schiedenen Kulturen auch im einzelnen im unterschiedlichen Aneurin- 
gehalt wieder. 

Die Hohe der Fettwerte und ihre Zunahme im Laufe der Kultur lassen 
yor allem im Zusammenhang mit den hier ebenfalls angegebenen Trocken- 

- gewichten der betreffenden Ernten den Entwicklungszustand der Kulturen 
erkennen. Wenig verfettete und in starker Gewichtszunahme befindliche 
Kulturen stehen noch in der Teilungs- oder Wachstumsphase, Sie sind 
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Tabelle III, Aneurin- und Fettgehalt von Chlorella bei Anzucht un 
verschiedenen AuBenbedingungen und bei steigendem Alter der Kul : 
(Aneurin in y je g Trockengewicht -(unterstrichen), Fett in °/o des " 
gewichtes, Trockengewichtsernten (Kursivzahlen) in g je ot ce: 


lésung). i 
Kulturdauer bei: 
4 == y 
Serie Kulturbedingungen Ernte 1 | Ernte2 | Ernte 3 
Nr, be’ : 14 Tage | 21 Tage | 28 Tage — 
| ein CO,-Zusat BT dee 26y 
: inetd eve ex 13% | — | 41%>- 
Normallésung fe ; 0,153 9 , 0,277 g- 
Oop <n ions . 
Kein CO,-Zusatz, nee f # fap £ 
I ‘i 8 a as 15% 
ter dreifache NO;-Konz. 0,144.9 0,188 g | 
mia ary | 22y |1zy | 
of, .OO,-Zusatz, — ——" Serratia. 
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physiologisch jung gegeniiber zeitlich gleichalten, stirker verfetteten, die 
nur noch schwache Gewichtszunahme aufweisen. : "<a 

In Einklang damit sind die Aneurinwerte, besonders der ersten 
Ernten, in den Serien II und VII am hichsten, HI und VI am niedrig- 
sten, ferner in II héher als in I, in IV hoher als in III. Der relativ hohe ’ 
Anfangswert von V fallt aus der Reihe, die iibrigen Werte dieser Serie — 
stimmen mit den tibrigen Versuchsdaten wieder gut tiberein. i 
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= Aus diesen Versuchen geht hervor, da® die Chlorellazelle offenbar 
_ die Fahigkeit besitzt, ihren Aneuringehalt sehr schnell den gegebenen 
_Anjorderungen anzupassen. Dasselbe fanden auch Fink und Just (1941) 
bei ihren Untersuchungen an der Hefe Torula. Eine nennenswerte 
Aneurinspeicherung findet mindestens bei den hier angewandten Kultur- 
bedingungen nicht statt. Sinkt bei abnehmender Vermehrungsintensitit 
der Bedarf an Aneurin, dann wird seine Konzentration in der Zelle sehr 
schnell herabgesetzt. Mindestens_ein Teil davon wird an die Nahrlésung 
-abgegeben. Zwar lie® sich im Naibrmedium nur ein sehr geringer Gehalt 
an Vitamin Bi nachweisen — die stichprobenweise Priifung ergab rund 
5°/o der in den Algenzellen enthaltenen Menge — doch ist dies leicht 
verstandlich, da nach den Erfahrungen Finks und Justs (1942) an 
Torula bei Kultur im Durchliiftungsverfahren eine rasche Zerstérung 
des tiberschtissigen und im Substrat befindlichen Vitamins erfolgt. 
_ Werden andererseits, wie z. B. nach Uberimpfung einer ilteren, Bi- 
armen Kultur, plétzlich wieder gréfere Aneurinkonzentrationen be- 
~noétigt, dann werden sie auch schnell wieder hergestellt, denn es lieB 
“sich kein Hinflu8 des Vitamingehaltes des Impfmaterials auf die Aneurin- 
_konzentration der jungen Kulturen nachweisen. Dies folgt schon aus 
den oben beschriebenen Versuchen, noch deutlicher geht es vielleicht 
aus den Ergebnissen eines anderen, bereits friiher (v. Witsch 1946) 
erwihnten Versuches hervor. Dort betrug der Aneuringehalt der ein- 
_zelnen Kulturen bei der ersten Ernte je nach den Versuchsbedingungen 
3,4 bis 18,0 y. Das fiir alle Kulturen gleiche Impfmaterial war zwar 
“nicht direkt auf seinen Vitamin-Bi-Gehalt getestet worden, doch kann 
nach dem Alter und den Anzuchtbedingungen der betreffenden Kultur 
-(Durchliiftungsrohre, 4000 Lux Dauerlicht, Laufzeit 14 Tage, Farbe der 
Kultur triib gelbstichig griin) ein Wert von 2,5 y, allerhéchstens 4 y an- 
gesetzt werden. Es hat also nach dem Uberimpfen vor allem in jener 
Kultur, die bei der ersten Ernte 18,0 y Aneurin aufwies, eine starke und 
-rasche Erhéhung der Vitaminkonzentration stattgefunden. 


Besprechung der Ergebnisse. - 


‘ Nach all diesen Beobachtungen an Chlorella, denen sich gleich- 
‘sinnige an der Diatomee Nitzschia palea (v. Denjfer 1948) an die Seite 
‘stellen lassen, scheint es keinesfalls gerechtfertigt, in der Ablagerung 
_ gréBerer Reservestoffmengen in der Algenzelle schlechthin einen krank- 
haften Degenerationszustand zu sehen. Die von Czurda und Ondrat- 
_schek erhobene Forderung, sowohl fiir taxonomische wie physiologi- 
sche Untersuchungen nur méglichst einheitliches Material von wohl 
definiertem optimalem physiologischem Zustande zu verwenden, wird 
hierdurch in keiner Weise beriihrt. Man wird ‘aber dem physiologischen 
Geschehen innerhalb der Algenzellen wohl nicht gerecht, wenn man_ 
_jede Abweichung vom Zustande maximaler Vermehrungsintensitit als 
ein Anzeichen von krankhaften Verinderungen betrachtet. Nach ‘den 
hier mitgeteilten Erfahrungen kann die Ablagerung von Reservesub: | 
stanzen innerhalb gewisser Grenzen meines Erachtens auch dann nicht 
als Degenerationserscheinung aufgefabt werden, wenn sie mit gewissen 
-morphologisch-anatomischen Verainderungen in der Zelle verbunden 
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gehend dem von Chlorella entspricht. 


, 


ist. Wenn der in der jungen Zelle scharf ausgepragte und kriiftig ge 
fiirbte Chromatophor in spiteren Stadien durch die Menge der Speicher 
stoffe zuriickgedriingt wird, wenn er unregelméBig und abgeblabt er- 
scheint, dann mu dadurch die Teilungsfihigkeit der Zellen keines 
wegs vermindert sein, wie die eeschilderten ~Versuche beweisen. 

Die Befunde von Ondratschek an einem Teil der von ihm unter- 
suchten heterotrophen Flagellaten (Ondratschek 1940, 1941a, Reinhardt 
1944) diirfen demnach keineswegs verallgemeinert werden. Dies zeigen 
schon die Ergebnisse, die er selbst an heterotrophen oder heterotroph 
kultivierten Eugleninen (1941b) erhalten hat, deren Verhalten weit- 


Wenn Denk (1942) statt der friiher gebrauchten Ausdriicke Speicher ’ 
degeneration und Normalzustand (Czurda 1933, 1935, 1937) ersteres als 
krankhaftes, letzteres als gesundes Stadium gewertet, nunmehr von 
einem Konkordanz- und Diskordanzzustand spricht, so diirfte dies den 
gegebenen Tatsachen viel eher entsprechen. Durch den Ausdruck Dis- 
kordanz wird vor allem zum Ausdruck gebracht, dafi Stoffproduktior 
und Substanzverbrauch nicht im Gleichgewicht stehen, ohne in einem 
Uberwiegen der Stoffproduktion und der Ablagerung von Reserve 
stoffen einen Degenerationsvorgang zu sehen. Aus denselben Griinden 
wurden hier und auch in den vorangehenden Mitteilungen stets nur die 
rein beschreibenden Bezeichnungen Teilungs- bzw. Wachstums- und 
Speicherphase gebraucht. . 


Der Ubergang vom Konkordanz- zum Diskordanzstadjum erfolgt, 
wie Denk (1942) und Reinhardt (1944) ausfiihren, ganz allmahlich 
Dementsprechend sind auch bei ihren Objekten die morphologischen 
und physiologischen Veriinderungen zuerst nur gering; in Uberein- 
stimmung damit lift sich nach den Erfahrungen Denks und Reinhardts_ 
auch Material, das noch nicht allzuweit vom Konkordanzstadium ent 
fernt ist, relativ leicht und schnell wieder in den Normalzustand zuriick 
versetzen. Mit zunehmender Dauer der Diskordanzbedingungen wird 
dies immer schwieriger, das Regenerationsstadium dauert immer linger 
und schlieBlich, bei zu langem Verharren im Diskordanzstadium, libt 
sich der Normalzustand iiberhaupt nicht mehr wieder herstellen. 

Es ist bei Besprechung der Chlorellaversuche bereits kurz erwihnt 
worden, daB bei sehr starker Verfettung (Serie F, 8. 133) die Ver- 
mehrung rsintensitiit etwas nachlieB. Nachzutragen ist in diesem Zu- 
sammenhange noch, da sich in demselben Versuche bei der laufenden 
Priifung der Zellenzahl in den ersten Tagen ein Vorsprung der Serien 
mit drei Tage altem Impfmaterial (Serien D, G, I) feststellen lief. Die 
iibrigen Serien holten jedoch bald auf und tibettrafon vor allem die 
3-Tage-Serien an Trockensubstanzgehalt der Einzelzellen. Es war daher 
bei der ersten Ernte keine Minderleistung des iilteren Impfmaterials 
festzustellen. i 

Die Verminderung der Teilungsbereitschaft ist bei Chlorella in der 
Speicherphase nur so gering und der Wiedereintritt neuer Vermehrung 
erfolgt beim Ubertragen i in neues Medium so schnell, daB eine besondere 
Regenerationsphase im Sinne Denks nur in extremen Fallen und nur 
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unter Beriicksichtigung der ersten Entwicklungsstadien der jungen 
Kulturen nachgewiesen werden kann. In den Versuchen von Ondrat- 
Schek-Reinhardt hingegen war nicht nur die erreichbare Zelldichte, 
Sondern auch die Trockengewichtsernte bei Verwendung von alterem 
Ampfmaterial dauernd erheblich verringert. 

Stellt man die an Chlorella gemachten Beobachtungen den Erfah- 
Tungen gegeniiber, die an der Mehrzahl der untersuchten Flagellaten 
gewonnen wurden (Reinhardt 1944), so laBt sich erkennen, da’ zwischen 
dem fiirs erste so entgegengesetzt erscheinenden Verhalten beider 
Typen doch nur quantitative Unterschiede bestehen. BeiChlorella bleibt 
auch nach AbschluB der Teilungsphase einer Kultur die Teilungs- 
fahigkeit der einzelnen Zellen weitgehend, wenn nicht unvermindert 
erhalten und wird durch die Einlagerung von Reservesubstanzen nicht 
beeintrachtigt, falls diese Speicherung nicht in extrem starker Weise 
erfolgt ist. Auch dann tritt nur ein miGiger Leistungsabfall ein. Die 
eingelagerten Stoffe kénnen hier offenbar beim Einsetzen neuerlicher 
Vermehrung ohne weiteres als Baustoffe mobilisiert und neues Teilungs- 
wachstum sofort wieder eingeleitet werden. Impfmaterial mit Reserve- 
stoffen ist daher jungem, im Konkordanzzustand befindlichem nicht 
unterlegen, sondern gibt im allgemeinen héhere Ernten. 


Bei den meisten der von Reinhardt untersuchten heterotrophen 
Flagellaten hingegen reagiert die Zelle viel stirker auf den Wechsel 
vom Konkordanz- zum Diskordanzstadium. Die Teilungsfihigkeit wird 
schwerer und langsamer wieder hergestellt, die Reservestoffe kénnen 
offensichtlich nicht so leicht wieder fiir das neue Wachstum aktiviert 
werden, und die Zellen machen tatsichlich einen geschadigten Ein- 
druck. Bei Kenntnis nur solcher Formen liegt es natiirlich nahe, von 
Degenerationsvorgingen zu sprechen. Die beiden Reaktionstypen er- 
scheinen also durch eine Reihe von Ubergiingen miteinander verbunden. 
An Formen, die im Diskordanzstadium stark verminderte Vermehrungs- 
fihigkeit und Teilungsbereitschaft zeigen (viele heterotrophe Flagel- 
laten), kénnen wir andere reihen, bei denen auch starke Speicherung 
von Reservesubstanzen und lingere Teilungsruhe nur geringen Lei- 
‘stungsabfall bedingen (Eugleninen). An diese endlich schliefen sich 
‘solche an, bei denen auch nach lingerer Dauer von Stoffspeicherung 
und Teilungsruhe kein nennenswerter Abfall der physiologischen Lei- 
stungsfihigkeit eintritt. Hierher gehért Chlorella und in noch ausge- 
prigterer Weise nach den Untersuchungen v. Denffers (1948) Niteschia 
palea. Bei den letzten Gliedern dieser Reihe die Anhiufung von Reserve- 
substanzen als Degenerationsvorgang zu deuten, ware sicher fehl am 
Platze. Um dem ganzen Problem gerecht zu werden, wird man aber, 
wie weiter oben vorgeschlagen, vorteilhaft eine Bezeichnung wiahlen, 
die nicht, wie wir heute wissen, nur auf einen Teil der vorkommenden 
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Tucamentiaontas 


Hs wir ee Frage Stellung genommen, ob die. “Ablag 
gréBerer Fettmengen in Algenzellen als Degenerationsy Tene 
fassen ist. [Pes 

An Hand einer Reihe von Versuchen wird Ch. daB bei 
rella auch stark verfettetes, in Teilungsruhe befindliches ‘Material 
neuerlichem Uberimpfen kein schlechteres, oft sogar besseres Wac 
tum ergibt als junges mit lebhafter Zellteilung. 

-Gestiitzt auf die mitgeteilten Versuche und auf Erfahru m 
anderer Autoren wird die Verfettung der Chlorellazelle ‘innerhalb w 
Grenzen als reine Reservestoffspeicherung angesprochen, welche 
physiologische Leistungsfihigkeit nicht beeintrachtigt und peeing 
als Degeneration gewertet werden kann. 

Es wird versucht,' das Verhalten von Chlorella und yon a0 
Formen, welche ein Absinken der Vermehrungsfiahigkeit verfett 
Zellen zeigen, von gemeinsamem Gesichtspunkte aus zu verstehen. 


Schriftenverzeichnis. _ a 


Czurda, V. 1933. Experimentelle Analyse der kopulationsauslésenden 1 
gungen bei Mikroorganismen. I. Untersuchungen an Algen | 
gyra, Zygnema und Hyalotheca). Beih. Bot. Zbl. 51, Abt. 1, atl 

Derselbe, 1935a. Uber die » Variabilitat® von Chlamydomonas eugame 
Moewus. ebenda 53, Abt. A, 133. 

Derselbe, 1935b. Uber die ‘Begriffe »Typus* und »Variabilitat® in- der Sy 

matik der Algen, ebenda 53, Abt. A, 158. 


v, Denffer, D. 1948. Die planktische Massenkultur pennater Grunddiatn 
Zugleich ein Beitrag zur Physiologie und Okologie der’ mA. 
(Kiitz.) W. Sm. Arch. f. Mikrobiologie, im Druck. _ Bay 
Mikrobiologie, im Druck. a 4 

Denk, V. 1942. Der plasmolytische STOnawert und seine praktische. Bedeu os 
tung. Planta 32, 630. 

Fink, H. und F. Just. 1941. Uber den Vitamin Br- Gehalt verschiedener Hefen 
und seine Beeinflussung. Biochem. Zeitschr. 308, 15. 

Dieselben, 1942. Uber den Vitamin Bi-Gehalt verschiedener Hefen wide é 
Beeinflussung VY. Die Vitamin Bi-Verluste bei der Ziichtung von 
im Liiftungsverfahren. Ebenda 311, 61. © 

Harder, R. und H. v. Witsch. 1942 a. Uber ’Massenkultur von Diatomeen. Be Pr 
d. Deutsch. Bot. Ges. 60, (146). ; } 

Dieselben, 1942b, Bericht iiber Versuche zur Vatisyitihess mittels aut 0- 
tropher Mikroorganismen. Forschungsdienst 16, 270. m 

Lehnartz, E. 1947. Kinfiihrung in die chemische Physiologie, Berlin u. Heidel 
berg. 

Ondiiselek. K, 1937, Experimentelle Untersuchungen iiber die Variabil 
einiger Desmidiaceen. Planta 26, 226. 

Derselbe, 1940. Uber das Wirkstoffbediirfnis heterotropher Algen. I, Aneurin 
als Wachstumsfaktor fiir CAISIOE Es paramaecium. Arch, f. Mikro: 
biologie 11, 239, SU 

Derselbe, 1941a. Uber das - Wirkstoffhediirfnis heterotropher » Algen. IL 
Aneurin als Wachstumsfaktor fiir Polyblepharidineen und weit 
Chilomonaden, Arch. f. Mikrobiologie 12, 46, P 


_ Physiologischer Zustand und Wachstumsintensitat bei Chlorella 141 


Beebe, 1941 b. Uber das Wirkstoffbediirfnis heterotropher Algen, IV. 
-_ Aneurin als Wachstumsfaktor. fiir Eugleninen. Arch. f. Mikrobiologie 
eAA2Z; 229, 

Reinhardt, K. 1944. Der Stoffwechsel heterotropher Flagellaten. II. Uber die 

_ Beeinflussung der C- und N-Assimilierung durch einige Faktoren, ins- 
besondere durch Wirkstoffe. Arch. f. Mikrobiologie 13, 329. 

Schopfer, W.H. 1939, Vitamine und Wachstumsfaktoren bei den Mikro- 

a organismen, mit besonderer Beriicksichtigung des Vitamins Bi. Erg. d. 

* Biologie. 16, 1. 

Spoehr, H, A. 1946, Annual report of the chairman of the Division of plant 

ad Biology. Carnegie Inst. of Washington Yearbook 45, 99. 

w. Witsch, H. 1946. Wachstum und Vitamin B:-Gehalt von. SiiSwasseralgen 

unter verschiedenen AuSenbedingungen. Naturwiss. 33, 221. 

Derselbe, 1948a. Erfahrungen und Bemerkungen zum Phycomycestest auf 

; Vitamin B,. Arch. f. Mikrobiologie 14, 99. 

Wierscibe, 1948b. Beobachtungen zur Physiologie des Wachstums von Chlo- 

te rella in Massenkulturen. ecole, Zbl. 67, 95. ~ 


(Aus dem Institut fiir Mikrobiologie der Universitat Gottingen). 


Farbstoffe und Antibiotica bei Actinomyceten. | 


Von 


; O. v. Plotho. 
(Eingegangen am 21. November 1947). 


Wiihrend seit Jahren eine umfangreiche Literatur tiber Vorkommen 
und Physiologie der Actinomyceten vorliegt, wurde fast nichts be-_ 
kannt iiber die doch sehr auffallende und charakteristische Verfirbung 
des Mycels oder des Nihrmediums im Verlauf ihrer Kulturzeit. Es 
schien daher nicht uninteressant, dieser Erscheinung eine nahere 
Untersuchung zu widmen. AuBerdem war es von grétem Interesse, 
von Actinomyceten gebildeten Stoffen nachzuspitiren, durch die diese 
Organismen in neuester Zeit wachsende Bedeutung gewannen, da die — 
betreffenden Stoffe die Fahigkeit besitzen, Bakterien und andere Mikro 
organismen zu hemmen oder gar zu téten, so da& die Chemotherapie 
bakterieller Infektionen durch sie weitgehend angeregt wurde. Die ver-_ 
haltnismaBig groBe Zahl bereits vorliegender Veréffentlichungen zu 
diesem Gegenstand beweist die starke Anteiinahme, die ihm entgegen-— 
gebracht wird’. : 5 : 1 


Die Farbstoffbildung. 


Zur Beschaffung des Materials fiir die vorliegendeu Untersuchunge 
wurde eine groBe Anzahl von saprophytischen aeroben <Actinomyceten. 
stimmen nach den tiblichen Methoden® aus Boden versehiedenster Herkunft 
isoliert, Fiir die Farbstoffuntersuchungen war natiirlich die Feststellung 
grundlegend, ob die in sehr vielen Reinkulturen auftretenden Verfirbungen 
auf einer echten Farbstoffbildung beruhen, so daf aus Mycelien und Kultur- 
lésungen ein genau zu definierender, kristallisierbarer Farbstoff gewonnen 
werden kann, oder ob sie zuriickgehen auf nicht extrahierbare, mehr ode 
weniger dunkle, braungelbe bis braunrote Substanzen, die im Zusammenhang 
stehen mit der chemisch immer noch nicht niher aufgeklirten Humusbildung, 

Nach den gewonnenen Ergebnissen kinnen- die Actinoma yceten in 
bezug auf die Bildung gefiirbter Substanzen eingeteilt werden in vie : 
erobe aig: Hey die als rot-gelbe, rot-blaue, rot-braune 2’ und farblose 
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1 Hallauer,C.: Schweiz. med. Wochenschrift. 74, 93, 1944; — Krassil- 
nikow, H, und yeaa? Koroniako: Microbiology. 8, 673, 1939; —_ Nakhimov- 
skaia, N.: ebenda. 6, 131, 1937; — Waksman, S. A, A. Schatz und D. M. Rey- 
nolds, Am. New. York Acad. Sci. 68, 73, 1946. 

2 v. Plotho, O.: Arch. f. Mikrob. i "33. 1940. i 

2a Alle Farbstoffe haben Indikatoreneigenschaften: Bei saurer. Reaktion 
tritp die rote, bei alkalischer die zweitgenannte Farbe auf. 
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Gruppe bezeichnet werden kénnen. Die letztere ist dadurch gekenn- 
zeichnet, dafs weder im Mycel noch in der Kulturlésung stirker hervor- 
tretende Farbungen entstehen, sie schied also fiir diesen Teil der vor- 
liegenden Arbeit aus. Bei den zur rot-braunen Gruppe gehérenden Orga- 
nismen wird zu Anfang der Kulturzeit die Lisung tiefrot gefiirbt. 
Bei zunehmender Alkalisierung verschwindet diese Firbung und macht 
einer tief dunkelbraunen Ténung Platz. Auch sie beruht nicht auf 
der Bildung eines echten Barbatotts, Die braunroten, in alten Kulturen 
mit Salysiuré ausflockbaren Substanzen bestehen vielmehr aus Stoffen,. 
die aufzufassen sind als ein Stadium im Umwandlungsvorgang des 
Ausgangsmaterials zu den noch nicht niher bekannten Humusstoffen?. 

In der rot-blauen Gruppe aber finden sich stets in Lésung und Mycel 
echte, hitzebestandige, kristallisierbare Farbstoffe, unter denen ein 
haufig auftretender, in saurem Medium roter, in alkalischem blauer, 
naher untersucht wurde. Ebenso tritt in der rot-gelben Gruppe ein 
in saurem Substrat roter, in alkalischem Mittel gelber echter Farb- 
stofi auf. In der Tabelle I ist die Léslichkeit der firbenden Sub- 
stanzen in den gebrduchlichen Lésungsmitteln an einigen typischen 
Vertretern der drei in Betracht kommenden Gruppen dargestellt. 


Tabelle I, LOslichkeit der Farbsubstanzen. 


rot-gelbe Gruppe Ather Chloroform Seta Mes y ae Wasser 
Stamm 1a + ae, a Cae aa © | oe 
Be. 116 at iS eer seeks Ba a ea a ag 
” 41 “fe | ar -F 35 | =a A oH 
rot-braune | | 
_ Gruppe - 
Stamm Fy — — ay = | +} it 
e322 iy am <i | a = \ oie | aT 
rot-blaue . | | | 
Gruppe | 
Stamm 1 — — — —_ _ _ 
1.939 2 aie ala ay: — | = ae 
G6 bane eae ae ant pe Rie ak se 
+= loshich, — = unloslich. 


‘Die Tabelle zeigt, da® sich die Farbsubstanzen der Siimme aus 
der rot-braunen Gruppe in Butylalkohol lésen. Das entspricht ihrem 
soeben umschriebenen Charakter. Melanine gehen nach Ansduern 
in Butylalkohol, aus diesem auf Zusatz von Wasser und nach Alkali- 
sierung in das Wasser, mit allen tibrigen gebriuchlichen Lésungs- 
mitteln sind sie nicht extrahierbar. Der. Farbstoff der rot-blauen 


3 Laaisch, W.: Forschungen u. Fortschr. 34, Heft 7/8/9, 84, 1947, 


Lésung d. vena, Lésung| — Endy H,. See & 

Tyrosin ++ dunkelrétlich-blau | 3 

Glycerin _- || pi 10 VI, Tafel 2*; ") 110 

- KNO,+ Glycerin |, —_ ungefairbt ee a 95 - 

KNO, + Sactharose ie | s 90 

Glykokoll + hellbraun-rot ; 

Glycerin “| ec VIII, Tafel 1 | © 5,5 \. 200 
Glykokoll + Glyce- “ae 
rin + 10°/) Mais- rot-bliulich = 

Extrakt | 14 8 VII, Tafel 2 6,0 285 


—stoff- und 1%/o KNO,, bzw. digs angegebene Aminosadure in iaibeath 


stoft iiber den von anderer Seite (1. ¢.) Dertehtet werden wird. 


Gruppe ist nur in sehr geringem Ausnab in tie Kul 
halten und aus ihr mit keinem der gebriiuchlichen Lis S 
herauszuholen. Er bildet sich aber stets im Mycel und es. wir 
anderer Seite darauf GigE paneer werden, wie er aus diese 
wonnen werden kann‘. . Seine im Mycel enthaltene Menge ist 
hingig von der Zusammensetzung des Substrats und geht nich z 
parallel mit der Menge des e BebU egies Mycels, wie aus der Tak 
hervorgeht. cross | 


Tabelle Il. Farbstoffbildung und fy iien ate 
von Stamm 1 in verschivd ener, Medien (siehe Tabelle a 
Alter der Kulturen: 18 Tage, Anfangs- -pu: 6,8, ee 25—28° 


| 
*) Die kleine FarbmeBtafel nach Ostwald, “Ausgabe A. 
*™) Nach ees von H Pini. 


Das Mycel “wurde auf gewogenem Filter bei 65°C. watpacknten “aie 
Gewichtsangaben beziehen sich auf “100 ecm Losuug, Die sep enthielten 4 


Menge als Stickstoffquelle. Als ganz wesentlich férdernd erwies sich, sowohl 
fiir das vegetative Wachstum, als auch besonders fiir die Bildung des Farb- 
stoffs (bis zu der auBerordentlich groBen Menge von 10,4%o in der Trocken 2 | 
substanz) der Zusatz eines Mais- -Extraktes, der gewonnen war aus einer Auf 
schwemmung von feingemahlenen Maiskérnern in Wasser (10 g Mais, 70 ec out 
aq. dest), die nach 24stiind. Stehen im Eisschrank 3 Sumdén bei 60—70° 
auf dem Wasserbad ausgelaugt, filtriert und im Verhiltnis 9:1 der N 
lésung zugesetzt wurde, Ein neutrales pu ist der Farbstoffbildung am { ‘iin- - 
stigsten, die am besten geeignete Nihrlésung stellt die Kombination Glyk O- 
koll-Glycerin dar. Die Ergebnisse wurden auf colorimetrischem Wege er- 
reicht mit Hilfe einer Vergleichslésung von genau bekanntem Inhalt5; 
oben angegebenen Resultate beruhen aut Messungen mit Spektralaufsatz; 
wurde also die Bandenintensitit verglichen. 5 
Im Gegensatz zu dem rot-blauen Farbstoff ist der rot-gelbe dure ry 
alle Lésungsmittel extrahierbar. Er wird nur in geringer Manse im 


ee Brockmann, H, und H, Pini: ‘Die Naturwissenschaften 34, 190. | 


5 Zur Herstellung der Vergleichslésung diente der reingewonnene Farb- 7 
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Mycel, in gréferer, wenn auch beschriinkter, in der Niahrlésung ge- 
bildet. In allen Lésungen bleibt in Ruhekulturen wihrend der ersten 
_twei Wochen die gebildete Farbstoffmenge gering, in der dritten Woche 
schnellt sie dann betriichtlich in die Héhe und steigt bei langerer Kultur- 
dauer langsam weiter an. In der Tabelle II ist besonders darauf hin- 
-gewiesen, da8 er, wieder im Unterschied zum rot-blauen, reichlicher 
entsteht bei alkalischem Anfangs-pu und da8 die fiir ihn giinstigste 
“rein synthetische Nihrmittelkombination nicht die mit Glykokoll 


Glycerin, sondern die Zusammensetzung KNO,-Dextrin darstellt. 


— 


--  Tabelle WI. Bildung des rot-gelben Farbstoffs 
in verschiedenen Liésungen und bei verschiedenem 
a Anfangs-puH 


e ee Fascts ie Tae cules Anfangs-py si skartae ie im ccm 
Glykokoll + Glycerin as 9 6,8 0,084 

Cem oe eae _— 9 8,5 0,062 © 

_ KNO; + Dextrin - me 9 6,8 0,062 

: : AS 9 8,5 0,082 

~ ve 10 cem 

ms | Maisextrakt 25 | 6,8 0,220 

é Laat x 25 8,5 0,310 


Die beiden in der Tabelle angegebenen Nahrmedien wurden als ,,Grund- 
_lésung“ mit den verschiedensten Zusitzen haufig benutzt.. Sie enthalten 
- an Nahrsalzen 0,1°/, K,HPO,, 0,2°/, NaCl, 0,005°/, MgSO,, 0,001°/, 
FeSO,, 0,001°/, CaCO, praec.,, und als Stickstoffquelle 0,05 °/) Glykokoll, 
baw. 1 °/o KNOs, sowie 2 °/) Glycerin, bezw. 1 °/) Dextrin als Kohlenstoffquelle. 


B.. Als Zusatz zur Nahrlésung ist fiir die Entstehung des rot-gelben 
Farbstoffs, genau wie fiir die des rot-blauen, der erwihnte Mais- 
Extrakt sehr férderlich. Als annihernd gleichwertig erwies sich ein 
-Zusatz von 20°o Hefe-Extrakt.6, als noch besser das Hinzufiigen von 
2 4%» corn-steep-liquor?. “Die Wirkung dieser Zusatze wurde beim 
rot-gelben Farbstoff wesentlich erhéht, wenn. zur sterilisierten Niahr- 
lésung 0,5 ccm einer 5%igen sterilen Natriumsulfitlisung zwecks Er- 
niedrigung des Redoxpotentials zugegeben wurde. Diese MafSnahme 
hatte jedoch auf die Bildung des rot-blauen Farbstoffes keinen Hinflus. 
Der rot-gelben Pigmentbildung recht forderlich war eine Beigabe von 
0,001 % ZnSO,, was offenbar auf das ,,Spurenelement“ Zink zuriickzu- 
fiihren ist. 

: 6 100g Backerhefe + 1Liter HO zwei Stunden im Thermostaten bei 
25°C stehen lassen, dann 1/4 Stunde bei 2 Atm. Druck sterilisieren, absetzen 


im Kiihlraum. Nes 4 ; 
7 Der corn-steep-liquor wurde in diuferst dankenswerter Weise von der 


Firma C.F, Hildebrand/Hamburg zur Verfiigung gestellt. 
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| Archiv fiir Mikrobiologie.. Bd. 14, 
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Die beiden Farbstoffe stehen also in vieler Beziehung im Gegensatz 
zueinander, was auf ihre verschiedene chemische Struktur hinweist, _ 
iiber die von anderer Seite ausfiihrlich berichtet werden wird. Die hi 
angefiihrten Ergebnisse wurden ebenfalls auf colorimetrischem Wege 
mittels einer inhaltlich bekannten Vergleichslésung gewonnen (s. oben). 

Bei der Reindarstellung beider Farbstoffe fielen nicht unerhebliche 
Mengen von z, T. aufschlieQbaren Fettstoffen an, deren Vorhandensei =| 
abhingig ist von der Zusammensetzung der Nihrlésung, insbesonde 
von der Anwesenheit von Glycerin. Farberisch 1aBt sich die a 
_ wart dieser Stoffe durch die mehr oder weniger groBe Siurefestigkeit 
der betreffenden Stémme nachweisen. Zur Saurefestigkeit wurden be-— 
reits bei den Mycobakterien eingehende Versuche angestellt8, nach 
denen diese Eigenschaft sich als eine sehr labile, vom Alter der Kultur, , 
der Zusammensetzung des Niihrbodens und anderen Faktoren abhangigt | 
darstellt. Auch hier: wurde bereits darauf hingewiesen, daB sie nach 
Kultur in glycerinhaltigen Na&ahrbéden immer “siirker hervortwitt als” 
nach dem Wachstum in elycerinfreien Medien. Bei den nahe verwandten 
Actinom yceten liegen offenbar die Verhialtnisse ebenso, und Glycerit n | 
muS als ein Propagator fiir Fettbildung bei diesen Organismen an- 
gesehen werden. . 


Die Bildung der Antibiotica. 


Im Laufe der Untersuchungen wurden 291 Staémme aus Boden- 
proben isoliert, unter denen 61 antibakterielle Stoffe bildeten, was 
einem Anteil von etwa 20° entspricht. Welsch® gibt unter allen ge-— 
testeten, frisch isolierten oder Institutskulturen von <Actinomyceten 
einen ‘Prozentsatz von 20—50 an. Es ware interessant, festzustellen, 


Tabelle IV. Verteilung der Antibiotica-bildenden Stimme, 


Zahinder Verhiltnis | Hemmungszone in mm_ 
Actinomyc.-Gruppe Antibiotica-Bildner ed j—3 haze yn S 8 
farblos 21 AT, 2 ere legenD 8 
- rot-gelb 20 | 7,0->he 6 4 
rot-blau 12s 4,2 8 4 
rot-braun 8 3,0 7 1 
Gesamtzahl 61 21,4 Lx30 17 


worauf diese grofen Hiufigkeitsschwankungen beruhen kénnten, ob 
etW¥a Umweltbedingungen oder jahreszeitliche Abhingigkeiten oder 
andere Faktoren in Frage kiimen. Der grégte Teil der hier cepriiften 
Stémme wurde in den Friihjahrsmonaten des Jahres 1947 isoliert. Die 


8 v. Plotho, O.: Arch. f. Mikrob. 13, 93, 1942. * 
9 Welsch, M.: J. Bact. 14, 571, 1942. 
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Tabelle IV zeigt die Verteilung der Organismen auf die einzelnen 
Gruppen. 


Die Testergebnisse beruhen nicht auf Verdiinnungstesten, sondern wur- 
den von Lochtesten aus Diffusionsgu8platten von 2mm Schichtdicke ab- 
gelesen. Als GuBplatte wurde der von Knoll angegebene Stiirke-Dextrose- 
Trypsinpeptonagar verwendet, der 1%’ Trypsinpepton, 1°/o Dextrose und 
0,5 pro mille lésliche Stiirke enthilt. Das Agar wurde mit 3—4 Tropfen einer 
—24stiindigen Kulturlésung des .Teststammes (fast immer Mycobacterium _ 
eos) bei einer Agartemperatur von 50°C beimpft. Diese Nahrbodenzusammen- 
Setzung gestattet, mittels einer etwa 20%igen Jodkaliumlésung, den Nach- 
_weis von Notatin, einem Ferment der Zuckeroxydation unter HO: Bildung, - 
das méglicherweise auch hier als Stoffwechselprodukt in Frage kommen 
_konnte. Es wurde jedoch in keinem Fall festgestellt. Aus der GuSplatte 
wurde mit einem Roéhrchen aus nicht rostendem Stahl von 7mm Durch- 
' Messer ein Agarstiickchen herausgestanzt und in das~entstehende ,,Loch“ 
ein Tropfen der zu priifenden Kulturlésung hineingebracht. Beim Vorhanden- 
sein eines Antibioticums entwickelte sich nach 24—30 Stunden bei einer 
Temperatur von 25—30° eine mehr oder weniger breite Hemmungszone. 


Aus der Breite der Zone lit sich ein SchluB ziehen auf die Wirk- 
-samkeit des antibakteriellen Stoffes. Die Stiimme mit der kleinen 
- Hemmungszone von 1—3 mm wurden nicht weiter untersucht. Wie aus 
der Tabelle IV hervorgeht, fand sich in der rot-blauen und der rot- 
braunen Gruppe kein einziger Stamm von starker antibiotischer Akti- 
_yitit. In der farblosen und besonders auch in der rot-gelben Gruppe 
wurden dagegen eine Anzahl hochwirksamer Organismen festgestellt. 
Die Potenz zur Bildung solcher Antibiotica wechselt stark mit der 
-Zusammensetzung des Kulturmediums und méglicherweise ist der ver- 
haltnismiBig niedrige Prozentsatz an héher wirksamen Stimmen in 
-unseren Untersuchungen zuriickzufiihren auf die rein synthetische 
_,,Grundlésung*‘ Glykokoll-Glycerin, die als Ausgangsmaterial in den 
-meisten Fallen fiir die Lochteste verwendet wurde und in der jeder 
weitere organische Zusatz fehite. Vereinzelt wurde auch eine Glykose- 
Asparaginlésung von 0,05°% Asparagin, 1% Glykose und 0,05%» 
-K,HPO, Gehalt, der zur Forderung des Wachstums 0,1°% Agar zu- 
- gesetzt war, als Kulturmedium fiir die zu testenden Stémme verwendet. 
Das Ergebnis war nicht schlecht, doch war das Wachstum auf diesem 
Substrat so gering, daB es nur fiir ausgesprochen kriftig wachsende 
_Stiimme verwendet werden konnte. Unter den hochwirksamen Actino- 

myceten der rot-gelben Gruppe befinden sich die in der Tabelle i be- 
reits aufgefiihrten Stdémme 1a, 116, 41, die simtlich auch sehr kraftige 
-Farbstoffbildner sind. Von den vier wirksamsten Staémmen aus der 
-farblosen Abteilung gehéren zwei zur Griseusgruppe. Nach Angaben 
von Waksman und Mitarbeitern aus jiingster Vergangenheit '! repra- 
sentiert Act. griseus eine grofe und verschiedenartige, in der Natur 
weit verbreitete Gruppe. Seit dem ersten Bericht tiber das von diesem 


10 Knéll, H.: D. Dt. Gesundheitswesen, Heft 7, Jahrg. 1, 1947. 
‘ 10* 
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Organisimus gebildete Streptomycin aus dem Jahre 1944 12 seien fast. 
100 Kulturen von ihm oder naher Verwandter isoliert, jedoch habe nur 
eine andere Kultur die Fahigkeit besessen, ebenfalls Streptomycin mm 
bilden. Uber die Bildung eines hitzebestiindigen Antibioticums aus — 
einer Griseuskultur gibt die Tabelle V einigen AufschluB. 


- 


Tabelle V. Bildung des Antibioticums von Act, griseus. | 
Anfangs-pu 6,8, Temp. 25—28° C. 


Testorganismus: Staphylococcus aureus. Testorganismus: Bacterium Flexner. 


ee 


| Aktivitats- Alter | Aktivitats- 
Loésung i Tagen End-P py om een iTagen grenze 
KNO, + Dextrin. 5 |-66 | -S0 | 2684 25 auoe 
r 10 | 7,2 50 6,8 | 10 75 
ebenso ++ Mais + Na, SO; 30 8,0 | 300 8,4 17 - 500 
. 34 | 85 800 84 | 27 1300 
Glykokoll + Glycerin + 2 cem 
Mais-Keimlinge 5 |. 6,6 90 a re En 
ebenso 45 6,4 7500 _ —_— —. 


*) Die unter dieser Rubrik verzeichnete Zahl gibt an, bis zu welcher _ 
Verdiinnung der Kulturlésung totale Hemmungswirkung gegen den Test- 
organismus festzustellen war. ' 


Zunichst sei ausdriicklich festgestellt, daB alle Ergebnisse, tiber 
die hier referiert wird, aus Ruhekulturen stammen, da leider keine 
Méglichkeit bestand, Schiittelkulturen anzulegen. In Ruhekulturen 
beginnt die Antibioticabildung in der Regel erst nach dem fiinften 
Tag, was darauf zuriickzufiihren sein diirfte, daB zu Anfang der — 
Kultur das pu absinkt und das Antibioticum sich erst dann bilden kann, 
wenn das px einen Wert, der um den Neutralpunkt herum liegt, wieder — 
erreicht hat. Ahnliche Verhiiltnisse’ liegen bei der Penicillinbildung vor. 
Nach Angaben von Waksman und Mitarbeitern erreicht bei Actinomy- 
ceten das Wachstum in Ruhekulturen etwa am zehnten Tag sein 
Maximum!3, was von uns bestitigt werden konnte. Das px liegt dann — 
schon tiber dem Ausgangs-pu und steigt mit fortdauernder Kulturzeit 
schnell erheblich an, Diese Tatsache mu auf verstirkte Autolyse und 
damit Mycelverfall zuriickgefiihrt werden; eine Mycelzunahme tritt — 
jedenfalls nicht mehr ein. Mit fortschreitender Kulturzeit steigt aber 
auch die Aktivititsgrenze des antibakteriellen Agens, so da® nach — 
unseren Erfahrungen, im Gegensatz zu den von Waksman mitgeteilten, 
der Héhepunkt des vegetativen Wachstums — wenigstens in Ruhe- 
kulturen — nicht zusammenfallt mit der héchsten Aktivititsgrenze des 


Like a0 aye cra sede A tl 


41 Reynolds, D. M., A. Schatz und S, A. Waksman: Proc. Soc. Exp. Biol. 4 
Med, 64, 50, 1947. ; , 


= 
® Schatz, A, E. Bugie und S.A,Waksman: Proe. Soc. Exp. Biol. Med. | 
55, 66, 1944. ; 


13 Waksman, S. A., A. Schatz und H. C. Reilly: J. Bact. 51, No. 6, 1946. 
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gebildeten Antibioticums. Der Zusatz von 10% eines Extraktes von 
Mais besitzt eine erheblich fordernde Wirkung auf die Bildung des 
antibiotischen Stoffes und ebenso ist die durch die Zugabe von Na ps 
Ba. Erniedrigung des aac eppeaaals von wirkungssteigerndem 
influ 


Alle angewendeten Zusiitze, unter denen weiter unten z. B. ein 
Hefe-Zusatz erwaihnt wird, werden aber in der Wirkung weit iibertroffen 
von einem Extrakt aus Maiskleie. Die darin phtialemen Mais-Keimlinge 
machen nur ein Fiinftel bis ein Sechstel des Mais-Gewichtes aus, 
der Hauptinhalt des Maiskorns, die Stiirke fehlt ihnen nahezu_voll- 
staindig, sie enthalten aber viel EiweiB und Fett und wahrscheinlich 
sehr viele Vitamine. Der Extrakt wurde etwas stiirker mit destilliertem 
Wasser verdiinnt als das Maismehl (10 gr Mais-Keimlinge, 90cm aq. 
dest.),, im tibrigen aber der Extrakt auf die beim Mais-Extrakt an- 
gegebene Weise hergestellt: Die stimulierende Wirkung duferte sich 
schon darin, da8 bereits am 5. Tag im Gegensatz zu allen iibrigen An- 
sdtzen eine nicht ganz geringe antibiotische Wirksamkeit eintrat und 
diese tibertraf nach -lingerer Kulturzeit weitaus alle anderen Hem- 
mungswirkungen. Wir haben in den Mais-Keimlingen offenbar eine 
Spezifische Substanz vor uns, die in hohem Grade fihig ist, die Akti- 
-vitaétsgrenze eines antibiotischen Agens zu steigern, ihnlich wie sie im 
corn-steep-liquor, der ebenfalls ein Mais-Produkt ist, vorliegt. Waksman 
hat vorgeschlagen14, ein Medium, das einen solchen Bestandteil ent- 
halt, ,,Aktivitaétsfaktor“ zu nennen, im Gegensatz zu der bereits fiir 
maximale Zellbildung gebriuchlichen Bezeichnung ,,Wachstumsfaktor“. 
Wir halten diesen Ausdruck fiir sehr bezeichnend, besonders da das 
vegetative Wachstum in der Tat auch in unserem Falle nicht gefordert 
wurde. Ebenso wurde die Mycelbildung auch durch corn-steep-liquor 
nicht begiinstigt und auch ohne ihn wurde Antibioticum gebildet, aber 
mit niedrigerer Aktivititsgrenze. Also sind Mais-Keimlinge und corn- 
steep-liqnor kein Wachstums-, sondern ein Aktivititsfaktor. Die Mais- 
Keimlinge waren nicht entélt. Auch im Hefe-Extrakt liegt ein Wir- 
kungsfaktor vor, er ist jedoch von geringerer Wirksamkeit. 

Es wurde versucht, iiber die in den Aktivititsfaktoren wirksamen 
Stoffe einige Klarheit zu gewinnen und insbesondere festzustellen, ob 
der férdernde Einflu8 auf einige bei einem nahen Verwandten der 
Actinomyceten, dem Bact. bifidum, sehr wirksame Vitamine zuriick- 
gehen kénnte 15. Zu diesem Zwecke wurde zu der Grundlésung Gly- 
kokoll-Glycerin ein Zusatz von 0, 001°%> Cystin, 0,005 °/o 1 Ascorbinsiiure 
und 0,004°%> p Aminobenzoesiure hinzugegeben. Dieser Zusatz blieb auf 
Farbstof- und Antibioticumbildung jedoch ganz wirkungslos. Weiter 
wurde ein Zusatz hergestellt, der auf 100 ccm der erwahnten Grund- 
lésung die bisher bekannten Vitamine des B-Komplexes in folgender 
GroBenordnung enthielt: 250 y Lactoflavin, 125 y B,, 250 y By, 250 


us asia S. A., A. Schatz und H.C. Reilly: J. Bact. 51, No. 6, 1946. 
15 vy, Plotho, O.: Ztbl. Bact. Ee 152, 90, 1947. 
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Stamm La : : “) e0 
Lésung Anan End-p,, Alter in Tagen | Aktivitatsgrenze 
KNO, + Glycerin 8,5 rie? cena eM (Yea d 2p 
» 6,8 7,4 
Stamm 116 p ~ : 
KNO, + Glycerin 85 ? Sere 
win Magne 6,8 7,2 
| Ac. griseus os 
KNO, + Destrin 8,5 G9 .* 23 
“ 6,8 8,0 


“spiel des Stammes 1a. Diese Grundlésung ist fiir die Bildung des a 
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Folinsdure, 475 -y antobheaeedeees Natridm, 2500 y ‘Nico ins 
In einer zweiten Versuchsserie wurden diese Vitamine in verd 
Konzentration gegeben. Beide Versuchsreihen blieben | auf die Bi 
von Farbstoff und Antibioticum ohne merklichen EinfluB. ‘Trotz wi 
holter Ansiitze, in denen auch das Ausgangs-pH gewechselt — 
gelang es also nicht, iiber die Natur der seth lenstigcaer 2! nahere 
schliisse zu gewinnen. 
Der EinfluB des Ausgangs-pu auf die Bildanie des Antibio 
ist fiir drei naiher untersuchte Stimme aus der mabe YE deutlich 
kennbar. ee 


Tabelle VI. 


Temperatur 25—28° C, Testorganismus: Staphplocaeeaae cae 


Uberall liegt die Aktivititsgrenze bei gleichen Versuchsbedingun; 
héher bei neutraler Reaktion der Lésung zu Beginn der Kultur als bei 
alkalischer. Das trifft fiir alle untersuchten Stimme zu und iet offenba »y 
von allgemeiner Giiltigkeit. 


Die Tabelle VIL zeigt die Wirkung der am hiufigsten opvea 
Zusitze zur Grundlisung Glykokoll-Glycerin auf Antibioticum- 1 
Farbstoffbildung verschiedener Stiimme der rot-gelben Gruppe am 


bakteriellen Stoffes die vorteilhafteste, wihrend der Farbstoff re] 
licher entsteht in der KNO, -Dextrinlésung. 

Aus der Tabelle geht hervor, da ein 20%iger Hefe- Extraktaiae ; 
eine beachtliche Erhéhung der Aktivitit des Antibioticums bewirkt, 
daB aber sein Einflu8 auf die Farbstoffbildung sehr gering ist. In dic 
Beziehung wird er von dem Mais-Extrakt iibertroffen, der gleichzei 
auch die Bildung des Antibioticums stark férdert. Der beste Pro 

gator fiir beide Faktoren ist aber zweifellos der corn-steep-liquor, wer 
er in entsprechender Konzentration zugesetzt wird. Die Zugabe von ; 
1ecm auf 100 cem Lésung blieb wirkungslos und 4cem gaben keine Er- 
héhung mehr. Die Erhéhung der Aktivititsgrenze in der letzten Spalte 
der Tabelle hat ihre Ursache in der lingeren Kulturdauer des betref- 
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fenden Ansatzes. Bei gleicher Kulturdauer iibersteigt die Aktivitits- 
grenze aus der corn-steep-Lisung alle anderen. 


_Tabelle VII. Einflu& verschiedener Zusitze aut 
-Antibioticum und Farbstoff von Stamm 1a. Testorganismus: 


- Staphylococcus aureus. 
a ND 
Glykokoll + Glycerin w" 6,8 7,2. | 15 300 0,082 
-ebenso, aber + 20°/, Hefe- ek 
_ Extrakt -++ Na, SO, 6,8 7,0 15 750 0,08 
_ ebenso, aber + 10°/, Mais- 
 Extrakt + Na, SO; 7,0 7,2 15 750 0,11 
- ebenso, aber + 1 cem corn- . 
- steep-liquor + Na, SO, 6,8 8,2 Lie <800 0,084 
_ebenso, aber 2cemcorn-steep- | : 
\liquor-++Na,OS, 6,8 | 82] 17 1100 0,128 
_ ebenso, aber 4 ccm corn-steep- A 
- liquor + Na, SO, 6,8 8,2 | 17 |. 1100 0,14 
_ ebenso, aber 20°/, Hefe- east 
Extrakt + Na, SO; S65 8,0 | 25 1300 |. 0,14 


Einen Vergleich der Wirksamkeit der Antibiotica von Stamm 1a 


"und Act. griseus tibermittelt die Tabelle VIII. Als Kulturmedium diente 
in diesem Falle ausschlieBlich die Grundlésung Glykokoll-Glycerin mit 


Tabelle VIII. Vergleich der Antibiotica von Stamm 1a 
2 und Act.griseus 


Testorganismus po ia | ack g hea! 
Aktivitatsgrenze Aktivitatsgrenze - 

- Mycobacterium eos 100 000 100000 _ 
_ Proactinomyces ruber 10.000 7000 
Bacterium Fleaner ' est 50 oa es 1300 
Bacterium pseudodiptheriaée 50 500 
Bacterium coli 100 — 
Bacterium paracoli 0 100 
Staphylococcus aureus 1300 750 
— Bacillus subtilis : 750 50 
Bacillus mycoides ee OO mires | 50 


| dem Anfangs-pu 6,8, zu der 10°/o Mais-Extrakt zugesetzt war, der zwar 


nicht die héchste Aktivitit ergibt, mit dem aber die meisten Er- 


_ fahrungen vorlagen. 


Aus der Tabelle ist sehr deutlich erkennbar, da® beide antibac- 
teriellen Stoffe gegentiber den nichsten Verwandten der Actinomyceten, 
den Mycobacterien und Proactinomyceten, am wirksamsten sind, eine 


at 


_ coli vorhanden, die allerdings verhaltnismafig gering blieb. 


~ 
- 
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Tatsache, die bereits von Krassilnikow und Koroniako'® festgestell 
wurde. Bei einer Verdiinnung der Kulturlésung von 1:100000 ist die 
Aktivitiitsgrenze gegen Mycobacterium eos tatsichlich noch nicht er- 
reicht, eine weitere Verdiinnung wurde jedoch nicht angesetzt, weil 
die iiberragende Empfindlichkeit dieses Organismus gegentiber beiden 
Antibiotica schon aus diesem Verdiinnungsgrad mit aller Deutlichkeit _ 
hervorgeht. AuBerst empfindlich ist ebenfalls der Vertreter der Pro- 
actinomyceten aus der Gruppe ruber. “a 

Uber die Wirkungsbreite der beiden gepriiften Substanzen gibt die 
Tabelle nur geringen Aufschlu8. Aus ihr ist lediglich die Unwirksam- 
keit des von Stamm 1a gebildeten Stoffes gegen Bacterium paracoli, 
einem gramnegativen, zur Coligruppe gehérigen Mikroorganismus, der 
dem Bacterium typhi nahe verwandt ist, ersichtlich, demgegentiber 
auch bei wiederholten Ansiitzen keine Aktivitit nachgewiesen werden 
konnte. Im Gegensatz hierzu war eine Wirksamkeit gegen Bacterium 


Der allgemeine Charakter der beiden Antibiotica ist aber aus der 
vergleichenden Ubersicht recht gut abzulesen Es ist unverkennbar, 
da8 ‘die antibacterielle Substanz des Stammes 1a betrichtliche Akti- — 
vitat gegen alle grampositiven Mikroorganismen besitzt (Proact. ruber, — 
Staph. aureus, Bac. subtilis, Bac. mycoides), wihrend sie stark zuriick- — 
tritt gegeniiber den gramnegativen (Bact. Flexner, Bact. pseudo- 
diphtherie). Auf der anderen Seite ist der Stoff von Act. griseus den — 
beiden grampositiven Bakterien gegeniiber nahezu wirkungslos und seine | 
Wirkungskraft. gegentiber dem grampositiven Staphylococcus bleibt 
auch weit hinter der des 7a-Antibioticums zuriick. Die gramnegativen 
Organismen werden dagegen weitgehend gehemmt, und es diirfte daher 
nach diesem Befund sicher sein, daB wir es mit zwei verschiedenen 
antibiotischen Agentien zu tun haben. Es steht heute fest, daB eine 
gréBere Anzahl von Actinomyceten antagonistische Fahigkeiten be- 
sitzen und verschiedene Hemmstoffe zu erzeugen vermbgen. Waksman 
und Mitarbeiter geben in einer kiirzlich erschienenen Arbeit17 vier 
solcher Stoffe an, die kristallisiert werden konnten und weitere vier, 
die nur teilweise gereinigt wurden. Es bleibt einer spiteren Unter- 
suchung vorbehalten, festzustellen, ob in den hier besprochenen Hemm- 
stoffen eines dieser von. den amerikanischen Autoren beschriebenen | 
Substrate vorliegt, oder ob es sich um neue Hemmstoffe handelt. 


Zusammenfassung. 


Ks werden zwei Farbstoffe und zwei Antibiotica, die aus frisch iso- q 
lierten Actinomyces-Stimmen gewonnen waren, niher beschrieben und 4 
gezeigt, wie durch verschiedene Zusiitze die farbstoffbildende und die 
antagonistische Fahigkeit erhéht werden kann. An Zusiitzen wird als — 
besonders wirksam ein Extrakt aus Mais-Keimlingen festgestellt. q 


16 Krassilnikow, H. und K. J. Koroniako: Microbiology. 8, 673, 1939. 


‘1 Waksman,'S. A., A. Schatz und D. M. Reynolds.: Am. New York Acad. — 
Sci. 48, Art. 2, 73, 1946, 


Farbstoffe und Antibiotica bei Actinomyceten, en ots we 


Die Actinomyceten der rot-blauen Gruppe sind si&mtlich sehr 
kraftige Farbstoffbildner, ihre antagonistische Fahigkeit ist aber 
verhaltnismiBig gering. (Tabelle IV.) Die Vertreter der rot-gelben 
Gruppe dagegen, die genau so kraftige Farbstoffbildner sind, 
produzieren hochwirksame Antibiotica. In der farblosen Gruppe werden 
so gut wie keine Mycel- oder Niahrbodenfarbstoffe entwickelt, es er- 
scheinen aber in ihr Organismen mit hervorragender antagonistischer 
Befihigung. Demgegeniiber bleiben wieder die Angehérigen der rot- 
braunen Gruppe, die ebenfalls keine echten Farbstoffe erzeugen, in 
der Antibioticabildung zurtick. 


nicht ausgeschlossen. Bei den sporogenen Hefen sind naimlich n 
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Von ee or 
Heikki Suomalainen. 
HReshieqesigeR am 27. Mai I94E SES cet 


Das Anpassungsvermoégen der Hete, Galaktose Ar u vergaren 
eine schon lingst bekannte und vielseitig untersuchte Erschei 
v. Euler und Jansson (1) haben sogar gezeigt, daB es sich dabei 
um eine Verinderung der Cozymase, sondern des ‘Trigeranteils | 
Zymasekomplexes handelt. Wenn, wie schon Euler und Johanssoi 
dargelegt haben, fiir diese Anpassung die Neubildung der stic 
haltigen Zellsubstanz von entscheidender Bedeutung ist, schei 
Isomerieverhiltnisse bei der EiweiBsynthese ‘mitzuspielen. te 

Bei diesbeziiglichen Untersuchungen hat man iiblicherweise 7 
zellige Kulturen als Ausgangsmaterial benutzt®. Obwohl nach Steph 
son und Yudkin (4) die Zellvermehrung — entgegen der a 
meinen, zuletzt von Rhoades (5) gediugerten Auffassung — k 
Voraussetzung fiir die Anpassung an Galaktose wiire, ist. nati : 
unter diesen Umstiinden das Mitspielen der genotypischen Variat: on 


den grundlegenden Untersuchungen von Winge (6) nicht. die Ein 
Kulturen, sondern erst die . Einsporen-Kulturen als reine Lin 
aufzufassen. Die ,,reinen‘‘ Hefearten sind nach ihm wohl im Hi 
blick auf die konstitutiven Enzyme — Invertase, Raffinase 
Melibiase — immer homozygotisch aufzufassen. Obwohl es sich e1 
wiesen hat, daS das Vermégen, diese konstitutiven Enzyme zu bilden, 
auch bei der Kreuzung dominant bleibt, schien es jedoch in diesem 
Falle — in Anbetracht der enzymatischen Adaptation — prinzipiell - L 
der Priifung wert zu sein, ob es sich auch dabei um eine grund: | 
sitzlich genotypische, homozygote Eigenschaft handelt. Dies ilt be- 
sonders: fiir die schwerer anpassungsfihige Baéckerhefe weil “ An- 
passung nach v. Euler und Nilsson (7) sich weitgehend als vor : 


1 Diese Arbeit lag bereits fertig gedruckt in Heft 5, Ba. 43, 8. 507 
vor. Das Heft wurde nach Fertigstellung durch Kriegseinwirkung in der: 
Druckerei zerstért. 

* Es ist erstaunlich, dag bei der Untersuchung der Anpassung bei 
Bakterien die Isolierang der Kinzell-Kulturen so selten in Gebrauch g 
kommen ist, obwohl man solche fir ihre Variabilitit bekannte Versu 
objekte, wie Escherichia coli, allgemein gebraucht hat (vgl. 3). Wenn a 
die genetischen Verhiltnisse der Bakterien noch ganz im Dunkel lie 
so hatte man dadurch doch einen festeren Grund erhalten. = 


t 
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der Heferasse, ja sogar vom Hefestamm abhangig erwiesen hat, 


sowohl was die zur Erreichung der Endgeschwindigkeit erforder- 


_liche Vorbehandlungszeit als auch die Endgeschwindigkeit der Ver- 


~ 


— garung selbst anbetrifft. 


Die erforderlichen Einsporen-Kulturen der Backerhefe sind mir 
durch das freundliche Entgegenkommen von Herrn Prof. Dr. Ojvind 
Winge zur Verfiigung gestellt worden, -wofiir ich ihm auch hier 


meinen herzlichsten Dank iuRern mochte. - 


\ 


Das Material. Die untersuchten Einsporen-Kulturen (Carlsberg Labo- 
ratorium Nr, 950—955) sind alle aus danischer Bickerhefe (Carlsberg La- 
boratorium Nr. 245) isoliert. Die Stimme Nr. 952 und 953 sowie anderer- 
Seits auch Nr. 954 und 955 stammen aus Sporen in demselben Askus. Nach 
der Angabe von Professor Winge haben sie alle diploides Aussehen. 

Die Ziichtung. Um ihr Anpassungsvermégen an Galaktose zu priifen, 
wurden die Kulturen in der Vorbereitungsphase in eine geklirte Melasse- 
lésung von 4° Balling mit 3°/, Galaktose (,,Kahlbawm“) unter Zusatz von 


1°, (NH,).SO, und derselben Menge Hefeautolysat iibergeimpft. — Das 


Hefeautolysat war durch Umriihren von 25g NH,H,PO, pro 400 ¢ kiuf- 
licher Backerhefe und Autolysieren bei 50° C zubereitet worden (8). Es 


_ wurde, mit Leitungswasser halb verditinnt,durch Zentrifugieren geklirt. 


Die Weiterziichtung erfolgte dann in 5°/iger Galaktoselésung, ver- 
sehen wie oben mit (NH,),SO, und Hefeautolysat. : 

Da im Hinblick auf die friiher erreichten Ergebnisse kein AnlaB 
vorliegt, hier eingehender auf die Versuchsergebnisse einzugehen, 
sei nur festgestellt, da® alle angewendeten Hefestimme, insgesamt 6, 
sich mit Leichtigkeit an Galaktose anzupassen vermochten und sie 
kraftig zu vergéren imstande waren. Die Vergérungsintensitat war 
sogar groéBer als bei einigen von uns isolierten finnischen Unterhefen. 


Zusammenfassung. 


Die mit Einsporen-Kulturen der Bédckerhefe durchgefihrten 


- Versuche weisen darauf hin, da& die untersuchten homozygotischen 
-Bickerhefestiimme durch Anpassung imstande waren, Galaktose zu 


vergiiren, so daf- diese Erscheinung mit der genotypischen Variation 


nichts zu tun hat. 
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Nachtrag. 


Nunmehr haben Lindegren und Spiegelman umfassende Unter- 
suchungen iiber das Anpassungsvermégen der Hefen an Galaktose 
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ausgefiihrt (zusammenfassend in 9). Obwohl es ihnen dabei gelungen 
ist, auch haploide, Galaktose nicht vergérende Kulturen von Saecha- 
romyces cerevisiae zu isolieren, von denen zwar ein kleiner Teil sich — 


spiiter als adaptationsfihig erwies, kommt auch Lindegren (9) zu 


dem Ergebnis, daf es sich hier nicht um Genmutation handelt. Es 
sind demnach die Befunde auch der genannten Autoren -iiberein- 
stimmend mit der schon, oben gediuBerten SchluBfolgerung zu _be- 
trachten, daB die Anpassung an Galaktose mit der genot’ pischen 
Variation der Hefe nichts zu tun hat. 
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Aber nicht nur des Forschers, sondern auch des Lehrers und des 
Menschen Riper sei hier gedacht. Zu Beginn seiner Lehrtitigkeit in: 
Géttingen besuchten nur wenige Studenten seine Vorlesungen, mit 
jedem Semester steigerte sich jedoch ihre Zahl. Schon lange ist das 
Institut zu klein, um alle Hérer und Doktoranden aufzunehmen. 9 

Sein iiberaus bescheidenes, giitiges und allzeit hilfsbereites Wesen, 
hinter dem sich zuweilen iiberraschend echter Humor verbirgt, deutet 
auf eine groBe innere Harmonie des Menschen Ripper hin, die sich auch: 
in seinem warmherzigen Familienleben widerspiegelt. 

Da8 im nunmehr anbrechenden siebenten Jahrzehnt dem Jubilar die: 
ungebrochene Schaffenskraft erhalten bleibe und seine Tatigkeit in: 
Wissenschaft und Lehre weiterhin reiche Friichte trage, das wiinschen 
ihm in aufrichtiger Achtung und tiefer Verehrung Verlag, Freunde und! 
Schiiler. ; C. Stapp. 
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(Aus den Botanischen Anstalten der Universitit Gottingen.) 


Die planktische Massenkultur pennater 
Grunddiatomeen. 


Zugleich ein Beitrag zur Physiologie und Okologie der 
Nitzschia palea (Kiitz.) W. Sm. 


Von 
DIETRICH von DENFFER. : 


Mit 16 Textabbildungen. 
(Eingegangen am 12. Oktober 1947.) 


Auf Grund ihrer 6kologischen Anspriiche und ihrer normalen Verteilung 
n den Gewissern, kann man die SiiBwasserdiatomeen bekanntlich in zwei 
roBe Gruppen einteilen: in die Planktondiatomeen und die benthonischen 
runddiatomeen. Zu den Euplanktonten gehéren neben einer kleineren Zahl 
apheloser und dementsprechend bewegungsunfihiger Formen aus der Ord- 
ung der Pennales in erster Linie die stets bewegungsunfihigen Centrales, 
ihrend die Grunddiatomeen umgekehrt in ihrer Mehrzahl der Ordnung der 
ennales angehéren. . 

_ Die Grunddiatomeen lassen sich ihrerseits weiter aufgliedern in die 
leinere Gruppe der Aufwuchsformen oder Epiphyten, die dem Substrat 
lit besonderen Befestigungsorganen angeheftet sind, und die grofe Gruppe 
er freilebenden, stets mit einer Raphe versehenen, eigenbeweglichen 
runddiatomeen, mit deren Massenkultur sich die folgende Abhandlung be- 
shiftigt. 

_Wahrend die Kultur der freibeweglichen pennaten Grundformen bei 
er Verwendung fester Substrate, auf denen sie umherkriechen 
Onnen, miihelos gelingt, stieS ihre Massenkultur in gréferen Nahr- 
sungsmengen, in denen die Zellen kiinstlich freischwebend er- 
alten wurden, auf erhebliche Schwierigkeiten. Die Vermehrungsinten- 
tat blieb in derartigen Planktonkulturen stets ganz erheblich 
inter derjenigen auf fester Unterlage zuriick, und es erschien. daher 
michst so, als bediirften die Zellen, um sich normal vermehren zu 
Onnen, unbedingt einer festen Auflage (HarpER u. v. Wrrscu, 1942). 

Harper und y. Wirscu haben mit gutem Erfolg versucht, dieser Schwierig- 
sit dadurch zu begegnen, daf& sie locker geschichtete Glaswolle als Substrat 
die Kulturkolben und die durchliifteten Kulturrohre fiillten. Diese Methode 
ellt auch heute noch fiir die Mehrzahl der freibeweglichen pennaten Diato- 
eenarten die einzige Méglichkeit dar, um zu nennenswerten Ernteertragen 

1 kommen; gegentiber der rein planktischen Kultur hat sie aber immer noch 
nige erhebliche Nachteile aufzuweisen: 
11* 
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Kinerseits ist die Lichtverteilung in den Glaswollekolben naturgemif} 
sehr ungiinstig; ein groBer Teil des einfallenden Lichtes wird beim Durch-. 
gang durch die Glaswolleschicht, besonders wenn diese in den fortgeschritte-- 
neren Entwicklungsstadien der Kultur von einem dichten braunen Diatomeen-- 
bewuchs iiberzogen ist, absorbiert, so daB die von der Lichtquelle abge-- 
wandte Seite der Kulturen gegeniiber der Frontseite stark benachteiligt ist,, 
was sich deutlich in einem schlechteren Wachstum der Diatomeen an dert 
Riickseite der Rohre zu erkennen gibt. Andererseits bleibt auch die Durch-- 
liiftung der mit Glaswolle gefiillten Rohre unbefriedigend, weil der Luftstrom 
darin stets nur wenige ganz bestimmte Bahnen benutzt, so daB nicht alle: 
Teile der Kultur gleichmiBig~ beliiftet. werden. Vor allem aber birgt die: 
Kultur auf Glaswolle bei der technischen Gewinnung und Aufarbeitung des: 
Zellmaterials erhebliche Nachteile gegeniiber der rein planktischen Kultur: 
in sich, da sich die Diatomeen nur in verhiltnismibig miihseligen Arbeits-- 
gingen restlos von den Glaswollefiiden absondern lassen. rf 

Nun war es theoretisch nur schwer verstiindlich, warum die Grund- 
diatomeen, die ja — besonders in flieBenden Gewiassern — haufig zut 
einem erheblichen Prozentsatz als fakultive Planktonten auf. 
treten, durchweg nicht in der Lage sein sollten, sich freischwebend zu 
vermehren. Bei der Uberpriifung einer groBen Zahl beweglicher Grund-. 
- diatomeen von den verschiedensten Standorten aus der Umgebung der’ 
Stadt G6ttingen und aus dem Oberharz gelang es denn auch tatsachlich 
mehrere typisch benthonische Arten aufzufinden, die sich auch in} 
planktischer Kultur zu kriftiger Vermehrung bringen lassen und! 
in dieser Hinsicht echten Planktonorganismen kaum mehr nachstehen, , 

Neben verschiedenen kleineren Naviculeen hat sich in diesen Ver- 
suchen besonders die im Benthos unserer Seen, Teiche und Fliisse ver-- 
breitete Nitzschia palea ausgezeichnet in planktischer Kultur entwickelt. , 
Diese Art beansprucht auch schon deshalb ein besonderes Interesse,. 
weil sie durch die griindlichen Arbeiten von RicHTer (1906), der bei ihr’ 
zum erstenmal in absoluten Reinkulturen die Ernihrungsbedingungen 
der Diatomeen eingehend studiert hat und damit die Grundlage fiir 
alle heute verwendeten Diatomeenniihrlésungen lieferte, sowie durch. 
die neueren Untersuchungen von Barker (1935), der in einer griind- 
lichen Untersuchung ihre Assimilation mit derjenigen der planktischen 
Meeresform Nitzschia closterium verglichen hat, zu den bestuntersuchten 
Diatomeen tiberhaupt gehért, so daf wir uns unter Hinzuziehung der auf 
den folgenden Seiten mitgeteilten Versuchserg@bnisse ein recht gutes und 
abgerundetes Bild von ihren dkologischen Anspriichen machen kénnen. 


A. Material und Methode. ; 
1. Die natiirliche Verbreitung der Nitzschia palea. 


Nitzschia palea gehért zu den gemeinsten und anspruchlosesten der 
cinheimischen Diatomeenarten. Sie kann als ausgesprochener Ubi- 
quist bezeichnet werden. Mi if 

Threr ganzen Natur nach scheint sie zunichst ein typischer Bewohner des 
Benthos zu sein, wo sie an Teich- und Grabenriindern haufig in groBer 
Menge auftritt. Husrepr bezeichnet sie einmal als einen ,,typischen Bewohner 
verschmutzter Gewisser“ (1925, S. 567). Man begegnet ihr jedoch fast ebenso 


: 
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dufig auch an den vershicdeueten aerischen Standorten (Korn, 1932) wie 
.B. in den feuchten Uferbéden der Seen und Teiche, von wo aus sie nicht 
elten bis in verhaltnismifig trockene Gebiete vordringt. BRENDEMUHL (1948) 
and sie u.a, in feuchten Wiesenbéden, auf Getreidedickern, in verschiedenen 
aldbé6den (und zwar sowohl in Nadel- als auch in Laubwaldern), in der 
Erde von Gartenwegen, in Moospolstern auf Steinen und selbst auf dem ge- 
wif nicht extrem feuchten Burghof der Hohen Salzburg. Der zu den folgenden 
Untersuchungen benutzte Klon wurde aus einer Erdprobe isoliert, die im 
Juni 1945 auf einem trockenen, siidexponierten Rasenstiick am Fufweg von 
chierke zum Brocken gesammelt worden war. 

_ Andererseits findet man die Art jedoch gar nicht selten auch im 
Plankton der Fliisse und Seen, wohin sie zweifellos rein passiv durch 
Strémungen aus der Uferregion verfrachtet worden ist. Derartiges tycho- 
planktisches Auftreten ist z. B. von UrrerMOuL mehrfach in verschiedenen 
ostholsteinischen Seen beobachtet worden (1925, S.434)1. Auch epiplank- 
tisch als Aufwuchs auf Microcystis aeruginosa ist Nitzschia palea beob- 
achtet worden (nach LEMMERMANN, zitiert bei Huper-Pesratozz1, 1941 I/2, 
8.530). Die 6kologische Valenz der Art ist also ungewéknlich grok 
und reicht von rein edaphischen Standorten bis in das Tychoplankton, wo 
sie offenbar durchaus noch ihr zusagende Lebensbedingungen findet. 

So ist es versténdlich, warum eerade diese Art fiir die planktische. 
Massenkultur besonders geeignet sein muBte. Es kommt lediglich darauf 
an, die Wirkung der Se ieorkratt, die die Zellen normalerweise in kurzer 
Zeit zu Boden sinken laBt, durch geeignete MaBnahmen zu kompensieren. 
Die Sinkgeschwindigkeit in destilliertem Wasser betragt im Nor- 
malzustand etwa 15—30 mm/min. und kann, je nach dem Grade der 
Verfettung (s. u.), bis auf 0,1—1,0 mm/min. heruntergehen. Eine geringe 
turbulente Bewegung des Wassers, wie man sie leicht durch einen 
hindurchgeleiteten Luftstrom erzielen kann, geniigt daher, um die 
Zellen dauernd freischwebend zu erhalten. Auf die Bedeutung des 
Diatomeenfettes fiir die Planktongenese wird im Abschnitt D noch 
einmal zurtickzukommen sein. 


2, Kulturmethodik. 


Die Kultur erfolgte in 25cm hohen Glasrohren von: 30mm Dureh- 
messer (Abb.1), die an ihrem unteren Ende konisch zugespitzt waren und 


1 In erhéhtem MaBe diirfte von Niteschia palea gelten, was UtERMOur 
iiber Nitzschia acicularis schreibt, die — gleichfalls urspriinglich litoralen 
Ursprungs — zeitweilig in noch ‘erheblich eréBeren Mengen im freien. Plank- 
fon auftreten kann als Nitzschia palea: Diese Art ist eben keine Plankton- 
form, sondern wird durch Str6émungen ins freie- Wasser hinaus verschlagen, 
was ich gelegentlich ganz deutlich auch daran habe erkennen k6nnen, dal 
ich sie an kleineren oder gréBeren Detritusbrocken angetroffen habe, die 
nach heftigen Stiirmen eine Zeitlang im Wasser schwebten. Manche Zellen 
mozen dav on hinabgleiten und dann vielleicht wegen ihres geringeren spe- 
ifischen Gewichtes ‘noch eine Weile im Wasser anzutreffen sein, wenn die 
sréBeren Detritusteilchen bereits zu Boden gesunken sind. Oft diirften die 
Zellen aber auch von Litoralpflanzen, von am Ufer eingerammten Pfihlen 
and ihnlichen Standorten ohne groéfere Detritusmengen hinausgerissen sein. 
Jedenfalls trifft man sie gleich nach linger anhaltenden Stiirmen oft ganz 
besonders hiufig im freien Wasser an.“ UTERMOHL bezeichnet daher diese 
beiden Formen mit Recht als »Hrratoplankton® (1925, S. 485/36). 


rie taee NN WS eke oe Sea oo ee 
» ts 2 | » 


162 _ DierricH VON DENFFER 


liiftet wurden, Der durch Wattefilter sorefaltig gereinigte Luftstrom wurde 
so einreguliert, daB etwa 20—30 erbsengroBe Luftblasen in der Sekunde die 
Kulturfliissigkeit durehperlten, was einer Beliiftungsintensitat von 
etwa 8—12 Litern in der Stunde entspricht. ; 


Osramlampe. Die Lichtintensitét an der der Lichtquelle zu- 
-gewandten Seite der Kulturrohre betrug, soweit nicht aus- 
driicklich anders bemerkt, 10000 Lux?. Die Nahrlésung hatt a 
eine Durchschnittstemperatur von 25° C, 


Als giinstigste Nahrlésung fiir die planktische Kult ir 
hat sich eine Modifikation der bekannten von HAMMERLING an-— 
gegebenen Erdschreiber-Lésung erwiesen (HAMMERLING, 
1931, FuBnote 8. 635. Vgl. auch PrinesHem, 1924 und 1936). 
Die allen folgenden Versuchen zugrunde liegende ,,Normal- 
lésung“ hatte folgende Zusammensetzung: 800 cem Aq. bi 
dest., 200 cem Erddekokt (Herstellungsanweisung bei HAMMER 
LING, 1931), 0,2 ¢ NaNO,, 0,04 g¢ Na, HPO,, 0,1 g¢ Na, SiO;. Die 
Teilungsfreudigkeit war in dieser Nihrlésung bei plank- 
tischer Kultur nicht schlechter als bei der Kultur auf festem 
Substrat. Je nach der GréBe der Zellen erfolgten die Ze 

_ teilungen unter optimalen Kulturbedingungen in Abstinden 
von 9—30 Stunden. Im Laufe eines Tages kann also di 
ee seavreyesa u. U, mehr als vervierfacht werden. 


Abb. 1. petincrohs fiir die planktische Massenkultur pennater Grunddiatomee J 
Durchmesser des Rohres 3 cm, Lange 25 cm. Inhalt 250cm*, Der oberste — 
Abschnitt (p) des Rohres ist paraffiniert. Die Luftzufuhr wird ads den 

Quetschhahn Q reguliert. 


Um ein Anhaften.und Eintrocknen des Spritzwassers mit den darin ent 
haltenen Nihrsalzen und Diatomeen zu verhindern, wurde der oberste Ab-— 
schnitt der Kulturrohre bis etwa 10mm unterhalb des Nihrliésungsspiegels 
mit einer diinnen Paraffinschicht iiberzogen, Die bei der Durchliiftung 
verdunstete Wassermenge wurde tiglich durch destilliertes Wasser ersetzt. 


Die Zelldichte wurde mit Hilfe eines Haemocytometers nach Fucus: 
RosentTuat bei etwa 50-facher VergréSerung bestimmt. Siimtliche Ergebnisse 
sind aus den Zihlungen von zwei bis vier Parallelkulturen gemittelt. Fast 
alle Versuche wurden mehrfach mit dem gleichen Ergebnis wiederholt. 


Lediglich die Temperaturversuche konnten aus technischen Griinden 
nicht mit derartigen Planktonkulturen durchgefiihrt werden. An ihrer Stelle 
wurden zur Bestimmung des Temperaturoptimums Agarstreukulture 
verwendet: Kleine Petrischalen von 60mm Durchmesser wurden mit eine! 
etwa 2mm hohen Schicht 1,5°/oigen Nihragars ausgegossen. Da sich heraus- 
stellte, daB die oben. angegebene »Normalkonzentration“ der Nihrsalze : 
Agarnihrbéden bereits iiberoptimal war und ein schlechteres Wachstum er- 
gab, als eine vane die Hilfte verdiinnte Normallésung (n/2), wurden simtlich 


2 Simtliche Lichtintensititen gemessen mit der Standard- Photo- Zell 


nach Dr, B. Lance (vgl. B. Lance: Die Photoelemente und ihre A d 
Leipzig, 1936, 2. Teil, .S, 19). cee 
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arkulturen (also auch die Stammkulturen) mit dieser schwiicheren Niihr- 
ung angesetzt®. 

Zur Beimpfung der Platten wurde zuniichst von einer geeigneten Stamm- 
itur unter sterilen Bedingungen eine Diatomeenabschwemmung in nor- 
ler Kulturlésung hergestellt, die auf etwa 10 Zellen je cmm verdiinnt und 
rauf in 5mm hoher Schicht auf die vorbereiteten Agarplatten ausgegossen 
rde. In etwa 30 Minuten sinken simtliche Diatomeen zu Boden und 
zen sich in gleichmaBiger Verteilung auf der Agaroberfliche fest, so daB 
» liberschiissige Nahrlésung durch vorsichtiges Dekantieren ohne Zell- 
rlust wieder entfernt werden kann. Die derart beimpften Schalen kénnen 
eh kurzem Trocknen der Agaroberfliche fiir die Versuche verwendet 
rden. Die Zahlung erfolgte bei etwa 50-facher VergréBerung mit Hilfe 
es Netzokulars von der Schalenriickseite aus, ohne den Deckel zu liiften. 
Zur Herstellung der verschiedenen Temperaturstufen diente eine elek- 
sch beheizte Metallplatte von 120cm Linge und 20cm Breite mit auf der 
terseite verschieden dicht aufgewundenem Heizdraht. Um das Austrocknen 
; Agars in den héheren Temperaturstufen zu verhindern, standen: die 
Ituren jeweils in einer zweiten gréBeren Petrischale in einer wasserdampf- 
ittigten Atmosphire. Die Temperatur in den einzelnen Schalen wurde 
_ Hilfe von kleinen Thermometern, die in den Kulturschalen selbst unter- 
racht waren, laufend kontrolliert. Die angegebenen Werte waren wihrend 
-gesamten Versuchsdauer praktisch konstant. Die Lichtintensitét an der 
aroberfliche betrug in diesen Versuchen 6000 Lux. 


B. Versuchsergebnisse. 
1. Néhrldsungskonzentration. 


Entsprechend dem bekannten MirscHeriicuschen Ertragsgesetz vgl. 
PEL, 1925 und 1931) sind die Gesamtertrage (Zellenzahl je cmm 
vy. Stoffproduktion in g/Trockengewicht) relativ um so giinstiger, je 
driver die Ausgangskonzentration der Nahrsalze gewahlt wird (Tab. 1, 


9.2). 


Tabelle I. Nitzschia palea, Planktische Massenkultur, 
Zellertrige bei verschiedenen Ndhrldsungskonzentrationen. 


ihrldsungskonzentration Zellen im mm? Zellen im mm * |bei Deiat elorias usicker 
; (aBsolnt) (%) Nahrstoffmengen 
n 5200 100 100 
n/2 3240 | 62 124 
n/4 2480 | 48 192 
n/8 1900) 37 296 
n/16 1550 | 30 480 


3 Worauf die verschiedene Lage des Konzentrationsoptimums der Nahr- 
e in Agar- und Planktonkulturen zuriickzufiihren ist, la8t sich nicht mit 
erheit angeben. Wahrseheinlich, spielt die ungiinstigere Verteilung der 

den Diatomeenzellen selbst ausgeschiedenen Wachstumshemm- 
ffe (vgl. v. Denrrer, 1948), die sich vergleichsweise im Agar langsamer 
yreiten als in der dauernd bewegten Nahrlésung und dadurch in dieser 
relativ spit die toxische Wirksamkeitgrenze tiberschreiten, hierbei eine 
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Bei Zugrundelegung der ,,Normallésung“ und einer mittleren Zellg : 
gréBe von etwa 28 yu (,StandardgréBe", vgl. Abschnitt B 9, 8. 179): 
erhilt man beispielsweise eine maximale Besiedlungsdichte von 5,2 >< 109! 
Zellen im Liter, was einer Trockensubstanzmenge von etwa 0,98 ¢ je! 
Liter entspricht. Wird diese Normalkonzentration der Nihrstoffe auf die: 
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Abb. 2. Nitzschia palea, Pianktonkultur. Wachstuin bei verschiedenen Nahrlésungskonzentratione 
n =Normallésung. n/2, n/4, n/8 und n/16 = Verdiinnungsstufen dieser Normallésung. 


qi 


Halfte verdiinnt (7/2), so sinkt der Ertrag nicht etwa gleichfalls auf aid 
Halfte ab, sondern nur um etwa 38%/o auf 62% des Normalwertes. Bei 
Verdiinnung der Nihrlésung auf 2/4. erhilt man nicht 250, sondern 48°%/o 
des Normalertrages; bei n/8 nicht 12,5°0 sondern 87°%/o und bei n/16- 
nicht’ 6,25, sondern 30%. Der bei Zugrundelegung gleicher Nihrstoff- 
mengen erreichbare Maximalertrag kann also durch die einfache Ver-. 
teilung dieser Niihrstoffmenge auf 16 verschiedene Kulturrohre auf 
annihernd das 5fache des Normalertrages gesteigert werden. hae 

Ks liegt zuniichst nahe, die relativ schlechte Ausbeute bei den hohen 
Nahrstoffkonzentrationen auf die steigende Lichtabsorption in den 
dichter bewachsenen Kulturrohren zuriickzufiihren. Tatsichlich nimmt die 
Lichtabsorption bald recht erhebliche Werte an. Wiihrend die frisch ange- 
setzten Rohre, die eine schwach briiunlich-gelbe Farbe aufweisen, nur etwa 
10°/o des eingestrahlten Lichtes absorbieren, nehmen die dicht bewachsenen— 
Kulturrohre zum SchluB eine tief dunkelbraune Farbe an und eine dem Rohr- 
durchmesser entsprechende Schicht von 30mm Stirke liBt auf dem statio- 


ee 
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niiren Endzustand der Kultur’ an ihrer Riickseite nurmehr etwa 2 2,5 %/o der 
eingestrahlten Lichtmenge wieder austreten. 

Wie die in Abschnitt B4 dargestelften Lichtintensititsversuche zeigen, 
kommt jedoch dem Licht bei der planktischen Kultur offenbar keine der- 
-artige begrenzende Wirkung zu, denn die bei einer bestimmten Nihrsalz- 
Fonsentration erreichte maximale Besiedelungsdichte erweist sich als weit- 
| gehend unabhangig von der Lichtintensitat (Tab. III 8.171): Der- 

selbe Endertrag wird mit anderen Worten bei niedrigerer Lichtintensitit 
lediglich spa&ter erreicht als bei héherer. Offenbar kommen die einzelnen 
Zelen infolge der dauernden lebhaften Bewegung des Kulturmediums haufig 
und lange genug in den Bereich der héheren Lichtintensititen, um eine be- 
grenzende Wirkung des Lichtes auszuschlieBen. 

Die schlechte Verwertung der héheren Nihrstoffkonzentrationen muB 
daher einen anderen Grund haben. Man wird auch hier wieder in erster Linie 
an die bereits kurz erwahnten, von den Diatomeenzellen selbst ausge- 
schiedenen Autotoxine zu denken habe (vgl. Anm.3 8.163). Die Wirkung 
dieser Hemmstoffe wird zwangsliufig umso friiher eintreten miissen, je kraf- 
tiger sich eine Kultur entwickelt, da die Erreichung der toxischen Grenz- 
konzentration unmittelbar von der Besiedlungsdichte abhingig ist. - 


§ 


. Tem peratur. 


ins Temperaturoptimum des von mir isolierten Nitzschia palea- 
Klons liegt bei etwa 359 C. Selbst Temperaturen von iiber 40° (maximal 
459 C) wurden jedoch voriibergehend (3 bis 4 Stunden) ohne merkliche 
Schadigung der Zellen ertragen. Wir haben es also mit einem an der 
oberen Grenze der mesophilen stehenden Organismen zu tun (vel. 
Riprer-Barpes, 1947 S. 134). 
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he alea, Streukulturen auf Mineralsalzagar. Populationsentwicklung bei 8°, 160, 
oe 360, BR Optimale Entwicklungsgeschwindigkeit bei 350 C, Der Endertrag ist von 
der Temperatur unabhangig. 
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Diese fiir unsere einheimischen Diatomeenarten ungewodhnlich geringe 
Empfindlichkeit gegeniiber relativ hohen Temperaturen hat -iibrigens zur 
Selektion der Art aus einem reichhaltigen Diatomeenrohmaterial gefiihrt, 
das in zahlreichen Erd- und Schlammproben zur Priifung auf seine Tauglich- — 
keit fiir die planktische Massenkultur vorlag. 

Mit Nihrlésung aufgeschwemmte Proben simtlicher Herkiinfte wurden 
an verschiedenen extrem warmen Standorten im Institut und in den Ge- 
‘ wiichshiiusern sich selbst iiberlassen. Die Temperatur im Inneren der Kolben 
wurde fortlaufend kontrolliert; sie stieg in den Mittagsstunden mehrerer auf- — 
einanderfolgender Tage auf 43° bis 45° C an. Nitzschia palea war die einzige — 
von insgesamt etwa 40 verschiedenen in den Proben enthaltenen Erd- und — 
Benthaldiatomeen unserer Heimat, die diese Behandlung ohne Schaden zu 
nehmen tiberlebte. 

Sicher darf diese extreme Unempfindlichkeit gegeniiber hohen Tempe- 
raturen in erster Linie fiir die weite Verbreitung der Art verantwortlich ge- 
macht werden; erméglicht sie ihr doch selbst noch im Hochsommer —- 
wihrend fast alle iibrigen einheimischen Diatomeenarten ein ausgesprochenes 
Entwicklungsminimum aufweisen und zum gréften Teil praktisch voll- 
stindig aus unseren Gewiissern verschwinden — ein ungestértes Fortkommen. 

Wihrend die Entwicklungsgeschwindigkeit entsprechend 
der van T’Horrschen Regel erheblich von der Temperatur beeinfluBt 
wird, bleibt die endgiiltig erreichte Besiedlungsdichte von ihr 
praktisch unbeeinfluBt (Abbildung 3); bei Anniherung der Temperatur 
an den Optimalbereich wird also derselbe Endwert lediglich friiher er- 
reicht, als bei niedrigeren Temperaturen. Rippers Annahme, daf die 
Temperatur nicht unter die Ertragsfaktoren zu rechnen sei, trifft somit 
fiir Nitzschia palea ohne Einschrinkung zu (vgl. Ripper, 1931 S. 616, 
1947 8. 143). 

In Abbildung 4 ist die Abhingigkeit der Lange des Teilungsinter- 
valls von der Temperatur fiir sechs verschiedene Temperaturstufen 
graphisch dargestellt4. Bei tiglich 16-stiindiger Belichtung mit 6000 
Lux und einer ,,StandardgréBe* der Zellen von 28 yw errechnet sich die 
Generationsdauer bei 89°C auf etwa 44 Stunden, bei 16° C auf etwa 24,5 
Stunden, bei 20°C auf etwa 21 Stunden, bei 269°C auf etwa 17 Stunden 
und bei 30° und 35°C auf etwa 16 Stunden. Der linke Teil der Kurve 
(8° bis 209 C) stimmt also recht gut mit der van THorrschen Regel 
iiberein (Temperatursteigerung um 10°C bewirkt ungefiihr eine Ver- 
doppelung der Reaktionsgeschwindigkeit), wiihrend sie sich in ihrem 
rechten Teil asymptotisch einem Grenzwert nihert, der optimalen 
Teilungsgeschwindigkeit, die auch bei der giinstigsten Gestal — 
tung aller Umweltfaktoren unter keinen Umstiinden unterschritten 
werden kann. 

Neben der Generationsdauer sind in das gleiche Diagramm ge-— 
strichelt die von Barker gemessenen Werte der assimilatorischen 
Leistung der Nitzschia palea bei verschiedenen Temperaturen ein- — 
getragen (Barker, 1935 8.147). Der Vergleich beider Kurven 1liBt : 

* Simtliche Werte beziehen sich ausschlieBlich auf den progressiven Ent- 


- 
wicklungsabschnitt der Kultur (vgl. Abschnitt B18: Bedingungen der Fett- ; 
bildung). : 
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die unmittelbare Beziehung, die zwischen Assimilation und Entwick- 
lungsgeschwindigkeit besteht, deutlich erkennen. Ob oberhalb 35° C 
entsprechend der von Barker beobachteten rapiden Abnahme der Assi- 
milation allerdings auch eine entsprechende Verlingerung der Gene- 
rationsdauer eintritt, konnte leider nicht ermittelt werden, da die Zellen 
bei den langfristigen Temperaturversuchen in den héheren Temperatur- 
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Abb. 4. Nitzschia palea, Streukulturen auf Mineralsalzagar, Abhangigkeit der Generationsdauer, 
von der Temperatur bei optimaler Gestaltung aller iibrigen Faktoren. Zum Vergleich ist ge- 
strichelt die Assimilationsintensitéat nach Barker (1935) eingeiragen. 


stufen zugrunde gingen. Die gute Ubereinstimmung der beiden Kurven 
innerhalb des Bereichs zwischen 10° und 359 C laBt sich jedoch deutlich 
erkennen, daS die Abkiirzung der Generationsdauer bei ansteigender 
-Temperatur im wesentlichen auf die Verbesserung der Assimi- 
lationsbedingungen und die damit verbundene beschleunigte Be- 
reitstellung von Baumaterialien zuriickzufiihren sein diirfte. 

Schon Barker hat seinem Befund mit Recht eine Jkologische Be- 
deutung fiir die Art beigemessen. Er vergleicht die Temperaturabhingig- 
keit der Assimilation von Nitzschia palea mit derjenigen der marinen Nitz- 
schia closterium und schreibt: ,,Nitzschia palea is thus capable of withstan- 
ding high temperatures such as may occur in the soil or in small bodies of 
water. It is possible that the different temperature characteristics of the two 
diatoms may have ecological importance“, eine Annahme, die durch die vor- 
liegenden Versuche iiber die Vermehrungsintensitat, eine klare Bestitigung 


-erfihrt. 
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3. Einsaatdichte. 


Im Gegensatz zu dem Verhalten anderer Organismen (wie z. B. der | 
Hefe) ist bei Nitzschia palea auch die Einsaatdichte praktisch ohne — 
EinfluB auf die endgiiltig erreichte Besiedlungsdichte der Kulturen. — 
Fs ist also ganz gleichgiiltig, ob man die Impfdichte so hoch bemibt, 
da jede Zelle nur einen einzigen Teilungsschritt durchzumachen braucht, 
um die héchstmégliche Besiedlungsdichte der Kultur zu erreichen, oder 
ob man sie so niedrig wihlt, daB der stationare Endzustand erst nach 
Ablauf von zwanzig- “oder mehr Zellteilungen erreicht wird: in beiden — 
Piillen ist der Endertrag annihernd gleichgrob. ae 

In Abbildung 5 ist das ‘Ergebnis eines Versuches wiedergegeben, bei 
dem die Einsaatdichte zwischen etwa 1/25 und 1/2000 des ‘Endértrages 
variiert wurde: 
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Abb. 5. Niteschia palea, Planktonkultur. Populationsentwicklung bei verschiedener Einsaatdichte — 
(3, 6, 12, 25, 50, 140 und 200 Zellen je mm*), Alle Kulturen erreichen etwa die gieiche Enddichte. 


Die erste Serie wurde mit etwa 3 Zellen je mm? der Knléaniésung be- 
impft, die zweite mit 6, die dritte mit 12, die vierte mit 25, die fiinfte mit 50, — 
die sechste mit 100 und die letzte mit 200. Die erste und die letzte Serie § 
unterschieden sich also um sechs volle Teilungsschritte voneinander, Trotzdem 
erreichten alle 28 Rohre (der Versuch wurde mit vierfacher Wiederholung — 
angesetzt) mit etwas iiber 5000 Zellen je mm* praktisch die gleiche End- | 
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dichte, die dem open bereits erwihnten ,,Normalwert“ von 5,2*10° Zellen 
im Mics recht gut entspricht. 

Eine ahnliche Unabhingigkeit des Endertrages von der Einsaatdichte hat 
OnpratscHeK bei dem heterotrophen Flagellaten Chilomonas paramaecium 
feststellen kénnen CORDELE SCE, 1940). 


NTachbintonsieak 


In Tabelle II ist die See der Generationsdauer von der 
Lichtintensitat fiir sieben verschiedene Beleuchtungsstiirken zu- 
sammengestellt: 


Tabelle LI. Nitzschia palea, Planktische Kultur. 
Generationsdauer bei verschiedenen Lichtintensititen. 


Lichtintensitat in Lux Generationsdauer in Stunden Luxstunden 

_ 250 keine Zellteilungen co 

500 103 51 500 

10004 37 37 000 

7000 13: 91 000 

10000 12.4 122 000 

14000 12 168 000 

20000 129 240 000 


Die optimale Lichtintensitat liegt fiir Nitzschia palea zwischen 
7000 und 10000 Lux. Kine Steigerung tiber 10000 Lux hinaus fiihrt zur 
Kinstellung der fiir die Mehrzahl der pennaten Grund- und Bodendia- 
tomeen charakteristischen Eigenbewegung. Sie hat daher zur Folge, 
da die Zellen in Agar-Plattenkulturen zu langen Fragilaria-ibnlichen 
Zellbindern vereint bleiben. Eine nennenswerte Entwicklungsbeschleu- 
nigung wird bei Uberschreitung dieses Grenzwertes nicht mehr erreicht 
(Tabelle Ill, Abbildung 6). 

Unterhalb 7000 Lux wird das Licht fiir Nitzschia palea, bei opti- 
maler Gestaltung aller iibrigen Faktoren (Nahrstoffkonzentration, CO,- 
Versorgung und Temperatur) beziiglich der Entwicklungsgeschwindigkeit 
zum begrenzenden Faktor; daB der endgiiltig erreichte.Ertrag 
hiervon jedoch in weiteren Grenzen unberiihrt bleibt, wurde oben (Ab- 
schnitt.B 1) bereits erwihnt. Wird der Wert von 200 Lux unterschritten, 
so finden keine Zellteilungen mehr statt. Schon unterhalb 500 Lux hat 
—- genau wie bei tiberoptimaler Dosierung der Beleuchtungsstarke —— 
auch jede Eigenbewegung der Zellen vollstaéndig aufgehdért, so 
daB in Agarkulturen wiederum die bereits beschriebenen Fragilaria- 
ihnlichen Zellbinder auftreten. Trotzdem wird selbst absolute Dunkel- 
heit von den Zellen wochenlang ohne Schaden ertragen. Offenbar 
wird der gesamte Stoffwechsel im Dunkeln lediglich auf ein Minimum 
reduziert, so da& die an lebhafte Stoffwechselvorginge geknitipften Be- 
wegungsvorginge zwangsliufig sistiert werden miissen. 

In der gesamten Diatomeenliteratur wird immer wieder auf die 
groBe EU I dieser Algengruppe gegeniiber héheren Licht- 
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intensititen hingewiesen (vgl. z. B. Miquer zit. b. RicuTer, 190 
8. 103, Hustept, 1930, Gerrrier, 1932). Entgegen einer Angabe von 
RicuTer, nach der atich Nitzschia palea ,,starkem Licht nur einen ge- 
ringen Widerstand zu leisten“ vermag, trifft diese Empfindlichkeit 
nach meinen Erfahrungen jedoch gerade auf diese Art nur sehr beding . 
zu. Dauerbeleuchtung mit 20000 Lux wird z. B. bei planktischer Kultur 

wochenlang ohne sichtbare Schiidigung ertragen®). Das Wachstum war 
sogar bei dieser héchsten gepriiften Lichtintensitat gerade am giinstigsten. 
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Abb. 6. Nitzschia palea, Planktonkultur, Abhangigkeit der Generationsdauer von der Licht- 
intensitat bei optimaler Gestaltung aller iibrigen Faktoren, Gestrichelt ist die zur Durchfiihrun 
einer Zellteilung bendtigte Luxstundenzahl  einyetragen. 


Es ist von Interesse, daB schon Miquet (zit. a.a.O. 8.103) festgestellt 
hat, da die ,kleine, eewdhnliche Nitzschie“, die sich tast an allen Orten 
vorfinde, ‘sehr starke Beleuchtung vertrage, ,sodaB man sie direkt zur Vor- 
herrschaft bringen“ kénne, wenn man die Kulturen ,,den stiirksten Licht- 
strahlen“ aussetze. Da‘ mir leider die Originalarbeiten MiqueLs nieht zu- 

ginglich waren, vermag ich nicht zu entscheiden, ob sich dieses Zitat wohl- 
moglich auf Niteschia palea selbst bezieht, was allerdings wenig wahrschein- — 
lich ist, da Ricurer ja gerade bei diéser Art zu einem abweichenden Er- 


5 Zum Vergleich sei daran erinnert, daB das Sonnenlicht in unseren Breiten 
auch unter den giinstigsten atmosphiirischen Bedingungen die Intensitat St 
80000 Lux kaum jemals erreicht. 


‘ 


Die planktische Massenkultur pennater Grunddiatomeen, 171 


Tabelle HI. Nitzschia palea, Planktische Kultur. Populationsentwi j 
verschiedenen Lichtintensititen (Individuenzahl im et Jk Das Waekstien ne 
bei 20000, 14000, 10000 und 7000 Lux anndhernd gleich gut. Auch bei 1000 
und 500 Lux wird trotz bedeutend verlangsamter Entwicklung nahezu die 
gleiche Enddichte erreicht, wie bei den héheren Intensititen. 


ooo 


Alter der Kultur 
in Tagen: 20000 Lux | 14000 Lux | 10000 Lux | 7000 Lux 1000 Lux 500 Lux 
1 50 50 50 50 50 50 
2 210 215 185 135 86 50 
3 915 906 | = 805 765 130° 60 
4 3680 3650 | 3455 2780 | USN 105 
5 4630 4605 4576 4390 305 | 100 
6 4870 4876 4870 | 4850--|- 560 | 115 
ie 5115 5085 4978 4980 | 920 |, -180 
8 5100 ; 5065 | 5160 4976 1520 186 
9 — fo} | 4990 2580 | 210 
10 — — | — | 5080 | 3550 380 
11 SEE aes Se POLE i 4110 94410 
12 = PIN Ey ol SBT 10) et. 4580, 4) «480 
13 =e = eee al MAGROU Ta! 4.510 
14 Fi oe BAO ay eae ace turk ee 4700 fh; fe WOU 
17 le ne ea | = | ses: | 1830 
24 Sse ts we wil 5035 | 2680 
24 beh | Le, = | ( — |. 2950 
29 Gh) ers ae fr DF ae — 3600 
35 Pen i cerita thes ok al Me So —. -|-, 5010 


rebnis kommt. Jedenfalls geht aber aus der Angabe hervor, da schon friiher 
n der unmittelbaren Verwandtschaft unserer Art ausgesprochene Stark- 
ichtformen beobachtet worden sind. 

Niemals habe ich bei Nitzschia palea eine lichtbedingte Wachstums- 
lemmuneg und Verfettung der Zellen beobachten kénnen, wie sie nach 
TEITLER (1932, S. 16) bei Navicula seminulum, Gomphonema parvulum, Eunotia 
ormica und Eunotia pectinalis var. minor im Gefolge intensiver Belichtung 
m Fenster oder an der kiinstlichen Sonne regelmifig einzutreten pflegt. 
FEITLER fiihrt diese Erscheinung auf eine Stérung des richtigen Verhalt- 
isses zwischen anorganischer und organischer Ernihrung zuriick. Die ge- 
annten Arten wiirden also nach seiner Ansicht bei-héherer Lichtintensitat 
a den ,,Diskordanzzustand“ geraten (vgl. Abschnitt B13). Eine derartige 
 etesaien Wirkung des Lichtes auf Zellteilung und Assimilation konnte 
doch bei Nitzschia palea in dem untersuchten. Intensititsbereich bisher 
icht nachgewiesen werden. 

Direktes Sonnenlicht wirkt allerdings auch auf Niteschia palea 
wenigen Minuten absolut tédlich. Ein Versuchsprotokoll vom 10. 7. 46 


ag das erliutern: 

10° h, wolkenloser Himmel, Lichtintensitit etwa 65000 Lux. Ein wasser- 
ekiihltes Esmarchschiilchen mit Nitzschia palea in Normalnihrlésung wird 
ne Deckel 5min. lang dem direkten Sonnenlicht ausgesetzt. Temperatur 
r Nihrlésung 22° C. Keine meBbare Temperatursteigerung wihrend der 
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Insolation. Die Zellen sind in der Niihrlésung so fein verteilt, daB kein ~ 
Bodensatz entsteht und auch die Wirmeabsorption durch die Diatomeen- 
zellen selbst zu keiner nennenswerten Temperaturerhéhung fiihren kann, Zur_ 
Kontrolle dient ein zweites, genau gleiches Esmarchschilchen, das jedoch 
unter einer Kiivette steht, die’ 5 5cm hoch mit Wasser gefiillt ist. 3 

Ergebnis: siimtliche Zellen i in der unbedeckten Schale unbeweglich, offen-_ 
sichtlich stark geschiédigt. Plastiden bei iiber 90°/o der Zellen entfirbt, bleich 
gelblich-griin, kérnig, z.T, mit zahlreichen winzigen, zuvor unsichtbaren. H 
stark lichtbrechenden Fetttrépfchen durchsetzt. Plastidenkonturen zerflossen. 3 
Plasmolyse negativ. Kulturversuch: keine Vermehrung. Nach 48 Stunden — 
siimtliche Zellen eindeutig tot. — Kontrolle: simtliche Zellen gesund und 
unveriindert vermehrungsfihig. 

Da die Temperatur wiihrend des ganzen Versuchs nicht tiber 22° 
gestiegen ist, liBt sich die Annahme MiqueEts, ,,dab~ die schidigenaay 
Wirkung der Sonnenstrahlen hauptsichlich auf der starken Erwarmung_ 
des Bodensatzes beruhe“ (zit. a.a.O. S.103), der sich iibrigens auch 
Hustept (1930 a; 8.168) anschlieBt, fiir Nitzschia palea nicht aufrecht 
erhalten. Zumindest bei dieser Art diirfte die schidliche Wirkung des 
Sonnenlichts vielmehr auf den hohen Ultraviolettgehalt der Sonnen- 
strahlung zuriickzufiihren sein, denn schon eine kurzfristige Bestrahlung 
mit einer kiinstlichen UV-Quelle fiihrt zu genau den gleichen — 
Degenerationserscheinungen, wie eine entsprechende Insolation. : 

5. Verhalten gegeniiber UV-Bestrahlung. ' 

Die Bestrahlung erfolgte, genau wie bei den Insolationsversuchen, 
wassergekiihlten Esmarchschiilchen. Als Lichtquelle diente eine resin 
Hoihensonne (Quarzlampe Original Hanau, Modell SGW 500, 220 V, 550 Watt, — 
3,8 Amp.). Eine geringe Temperaturerhéhung der Nahrlésung lieB sich bei 
den héchsten Bestrahlungsdichten nicht vermeiden, Der Wert von 25° © 
wurde jedoch in keinem Fall iiberschritten. , 4 

Bei einem Abstand von 40cm von der UV-Quelle (Sirahlihedinieee 
sitiit gemessen mit der Standard Photozelle nach Dr. Lance: 7000 Lux; 
vgl. die Kurve der spektralen Empfindlichkeit in B. Lance: Die Photo- 
elemente und ihre Anwendung, [ und II, Berlin 1936 S. 76f.) treten die 
ersten sichtbaren Anzeichen der Schidigung nach 20 bis 25 Minuten auf; 
verkleinert man den Abstand auf 15cm (Strahlungsintensitit s. o. 
25000 bis 30000 Lux) geniigt dagegen schon eine nur dreiminiitige Be- 
strahlung, um simtliche Zellen zu vernichten. Der Auszug aus einem: 
Versuchsprotokoll soll den Verlauf eines derartigen UV-Versuchs ver- 
deutlichen: 

Bestrahlungsdichte 30000 Lux, Abstand von der UV- Quelle 15cm. Tem- 
kn der Kultur bei Versuchsbeginn 22° ©, nach 4 miniitiger Bestrahlung 
23,5° C. Wasserschicht iiber den Diatomeen etwa 2 mm, « 
a) Ausgangsmaterial: Siimtliche Zellen lebhaft beweglich, gesund. Chromato-- 

phoren voll ausgebreitet, braungelb. 

b) 1 min. bestrahlt: wie a), ohne sichtbare Schiiden. Lebhaft beweglich. Chro- 
matophoren ausgebreitet, braungelb. 

c) 2min. bestrahlt: nur noch etwa 40% der Zellen beweglich, Plastiden der 
meisten Zellen leicht griinlich verfirbt, bei den unbeweglichen © Zellers 
mit zerflieBenden Konturen. 
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d) 3 min. bestrahlt: nur innerhalb gréBerer Zellgruppen hier und dort noch 
einzelne schwach bewegliche Zellen. Rest unbeweglich. Plastiden in simt- 
lichen tibrigen Zellen m. 0. w. zerstirt, Farbe griinlich, Konturen zer- 
flossen. 

e) 4min. bestrahlt: simtliche Zellen tot. Plastiden bleich eelblich-griin, 
Struktur k6rnig, Konturen iiberall vollstiindig aufgelést; Entmischung 
zahlreicher kleiner bis mittelgroBer Fetttrépfchen. 

Bleiben die Deckel der Esmarchschilchen geschlossen, so ist unter 

im Ubrigen véllig gleichen Bedingungen selbst eine dreiBigminiitige 

Bestrahlung mit 30000 Lux wirkungslos. Die UV-Absorption durch den 

Glasdeckel ist also gro® genug, um die schidliche Wirkung der UV- 

Strahlung praktisch zu kompensieren. Diese Tatsache weist nochmals 

-nachdriicklich darauf hin, daB die Schidigung bestimmt nicht auf die 

geringfiigige Temperaturerhéhung zuriickgefiihrt werden darf, die bei 

4 mintitiger Bestrahlung etwa 1,59 C ausmachte. 

Unter natiirlichen Bedingungen diirfte dem UV-Anteil des 

Sonnenlichtes allerdings fiir die Begrenzung der Biotope nur eine unter- 

geordnete Bedeutung zukommen, da schon eine nur 20 cm starke Schicht 

belebten Wassers nach Merxker (1940) hinreicht, um praktisch das ge- 
samte UV-Licht zu absorbieren. Es ist jedoch denkbar, da die auffillige 

Beschrankung der Niteschia palea auf tiefere Gewisser und ihr 

volliges Fehlen in *seichten, langsam flieBenden Biachen bzw. an sehr 

*flachgriindigen Ufern, mit ihrer hohen UV-Empfindlichkeit in ursich- 
lichem Zusammenhang steht. Zur Entscheidung dieser Frage bediirfte es 
jedoch zunachst noch einer ausfiihrlichen vergleichenden Untersuchung 
der UV-Empfindlichkeit der Diatomeenarten, die solche Standorte er- — 
wiesenermaBen bevorzugt besiedeln. 


6. Lichtintensitdt und Massenproduktion. 


Bemerkenswert sind die Beziehungen zwischen Lichtintensitat 
und Massenproduktion. Die relative, zur Durchfiihrung eines Tei- 
lungsschrittes aufgewendete Gesamtenergie ergibt sich aus dem Produkt: 
Lichtintensitat >< bendtigte Zeit (Luxstundenzahl; vgl. Tabelle I, 
rechte Spalte). Wie die graphische Darstellung Abbildung 6 lehrt, steigt 
dieser Wert oberhalb 1000 Lux annihernd linear an: die Energiever- 
wertung wird also bei steigender Lichtintensitat immer ungiinstiger. 

Die Erhéhung der Lichtintensitét von 1000 auf 14000 Lux bewirkt z. B. 
eine Abkiirzung des Teilungsintervalls auf etwa ein Drittel; gleichzeitig 
steigt aber die zur Durchfiihrung der Teilung bendétigte Luxstundenzahl 
trotz der zeitlichen Abkiirzung auf mehr als das Vierfache an. Da auch 
bei Unterschreitung der 1000-Lux-Stufe eine Verschlechterung der Energie- 
ausbeute zu beobachten ist, kann der Intensititsbereich um diesen Wert 
herum als energetisch optimal bezeichnet werden. 


7. Die Zellteilungen erfolgen nur im Licht. 


Neue Zellteilungen werden von den gefairbten Diatomeenarten 
nur im Licht eingeleitet. Wie seit langem bekannt ist, finden daher 
im Dunkeln normalerweise keine Zellteilungen statt, (vgl. z.B RicHTer 
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1906 S.100f., Husrepr, 1930 8.1688). Im Licht bereits eingeleseus 
Zellteilungen werden jedoch auch in darauf folgender Dunkelheit zu 
Ende gefiihrt. : 


Halt man daher eine Nitzschia palea-Kultur acht bis zehn Tage lang 
dunkel, so kann man auf diese Weise ein physiologisch relativ einheit-— 
liches Zellmaterial gewinnen, in dem sich keine frisch eingeleiteten Zell- 
teilungen mehr befinden. Das hat zur Folge, dab die Zellteilungen ing 
einer derartigen Kultur nach erneuter Belichtung zunachst eine Zeit 
lang annihernd synchron ablaufen. 


Sehr deutlich geht das aus der graphischen Darstellung Abbildung 7 
hervor. Auf der Abscisse ist die Zeit — vom Beginn der Wiederbelich- 
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Abb. 7. Nitzschia palea, Planktonkultur (GroBe der Zellen 18 bis 22 4), Teilungsrhytmik nach vor- 
aufgehender zehntagiger Verdunkelung. Die Zellteilungen (charakterisiert durch den Prozentsatz 
der ,,Zwillingsstadien’* in der Kultur) wiederholen sich periodisch in etwa zehnstiindigen Ab- | 
standen, Da sich das Material aus verschiedenen GréBenklassen zusammensetzt, klingt die Rhytmik 
jedoch allmahlich ab und ein Gleichgewicht mit andauernd etwa 6 Teilungsprozenten spielt sich ein 


7 
tung an — aufgetragen und auf der Ordinate ist in kurzfristigen Zeit- 
abstiinden der jeweilige prozentuale Anteil der ,Zwillingsstadien* 
angegeben, die sich zu den angegebenen Zeiten in der Kultur befanden. 
Unter ,,Zwillingsstadien“ werden dabei alle jene Zellteilungsstadien 
zusammengefabt, in denen die beiden neugebildeten Tochterzellen be- 
reits deutlich voneinander abgesetzt, aber noch nicht endgiiitig von- 
einander getrennt waren (spiite Anaphase bis spite Telophase). Im 
Ausgangsmaterial waren diese ,,Zwillingsstadien“ mit etwa 0,8%o prak-. 
tisch fast ganz verschwunden, Schon nach achtstiindiger Belichtung 
stieg jedoch ihr Prozentsatz mit 5°/o deutlich an, um nach neun Stunden 


® Verfettete Zellen verhalten sich allerdings in dieser Hinsicht anders, 
worauf weiter unten (Abschnitt B11) zuriickzukommen sein wird. 
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16% und nach zehn Stunden 35°/o zu erreichen. Mit diesem Wert war 
das erste Teilungsmaximum erreicht und die Anzahl der Zwilling's- 
gruppen nahm in den folgenden Stunden erheblich wieder ab (nach 
15 Stunden fanden sich nurmehr 15%o in der Kultur), um erst nach 
weiteren acht bis zehn Stunden mit abermals 35°/o ein zweites Maximum 
zu erreichen. Trotzdem sich in einer natiirlichen, aus verschiedenen 
GroBenklassen zusammengesetzten Population eine absolute Synchroni- 
sierung simtlicher Zellteilungen aus sogleich noch niiher zu erdrternden 
Griinden nicht erreichen laé8t, erkennt man, dai die Synchronisation 
erst am zweiten Tage allmihlich ausklingt, und einem ausgeglichenen 
Endzustand zustrebt, in dem sich dauernd etwa 6°/o der Zellen in Teilung 
befinden. 


An Stelle der gewoéhnlichen S-férmigen Populationswachstumskurven 
(Abbildung 2, 3 und 5) erhilt man daher bei Verwendung von Impf- 
-mMhaterial, das zuvor lingere Zeit verdunkelt war, treppenférmige 
Wachstumskurven, bei denen jede folgende Stufe etwa doppelt 
so hoch ist, wie die ihr voraufgehende. Normalerweise pflegen sich aller- 
dings diese Stufen mit der Teilungsrhythmik bereits nach wenigen 
Tagen weitgehend wieder zu verwischen. Durch die Einschiebung regel- 
mabiger Dunkelperioden liBbt sich aber die Rhythmik leicht von AuSen. 
»steuern; bei einem 6:6 Stunden Licht-Dunkel-Rhythmus und einer 
Beleuchtungsstirke von 10000 Lux wird heispielsweise nur in jeder 
zweiten Beleuchtungsperiode eine neue Zellteilung eingeleitet, die so- 
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Abb. 8. Nitzschia palea, Planktonkultur. Populationsentwicklung in einer von 6 zu 6 Stunden 
periodisch verdunkelten Kultur nach voraufgehender achttagiger Verdunkelung. Die Zellteilungen 
wiederholen sich rhythmisch in jeder zweiten Dunkelperiode. Untere Kurve: Prozentualer Anteil 
der Zwillingsstadien; obere Kurve: absolute Zelldichte im mm* 
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dann in der darauf folgenden Dunkelperiode endgiiltig zu Ende geftihrt 
wird (Abbildung 8) 7. 

Im AnschluB an eine lingere voraufgehende Dunkelperiode wird also 
der Diatomeenkultur mit dem erneuten Einsatz der Belichtung ein Zell- 
teilungsrhythmus aufgepriigt, der trotz véllig konstanter Auben- 
bedingungen sozusagen ,,endonom* eine Zeit lang weitergeftihrt wird. 


Die Deutung dieser rhythmischen mitotischen Aktivitaét bereitet keine 


Schwierigkeiten: Zur Durchfiihrung eines jeden Teilungsschrittes mub zu- 


niichst ein bestimmtes Quantum an Baumaterial bereitgestellt werden. Dieses — 


Baumaterial wird aber zum iiberwiegenden Teil auf dem Wege der Photo- 


synthese gewonnen. Wiihrend der Dunkelperiode sind alle noch vorhandenen 


Assimilatreserven aufgezehrt worden, so daf beim Einsatz der neuen Be- 
lichtung simtliche Zellen etwa den gleichen ,,Start“ haben. Sie werden daher 
auch alle etwa zur gleichen Zeit den kritischen Sittigungsgrad mit Assimi- 
laten erreichen, der die Voraussetzung fiir die Einleitung einer neuen Zell- 


teilung darstellt. Bei dieser Teilung werden sodann die Reserven abermals | 


aufgezehrt und das Spiel beginnt von neuem. 


Man kann sich den skizzierten Ablauf des Teilungs-— 


Zz  ~vorganyes vielleicht am besten am Modell eines periodisch 
entleerten Wasserbehilters mit Uberlaufheber klarmachen 


toumeenzelle), der aus einer Zuflubleitung Z langsam mit 


late-Anreicherung) ist ein Heber eingebaut, der beim 
Uberschreiten einer gewissen Wasserhéhe anspricht und 
in kurzer Zeit zur vollstiindigen Entleerung des Behalters 
fiihrt (Zellteilungsvorgang). Das langsam zustrémende 


nen derartige selbstgesteuerte rhythmische Vorginge, bei 
denen die in der Entladung eines Energiespeichers ab- 
gegebene Energie nicht in den Speicher zuriickkehrt, als 
Kippsehwingungen. Wir haben die in Abbildung 9 


Abb. 9. Periodisch entleerter Wasserbehalter mit Uberlaufheber als Modell 
fiir die endonome Zellteilungsrhythmik autotropher einzelliger Organismen, 
bei konstanten AuBenbedingungen (nahere Erliuterung im Text), 


wiedergegebene Apparatur mit gutem Erfolg dazu verwendet, wm die Nihr- 
l6sung in Diatomeenkulturen mit Glaswolle als Substrat ohne besondere 
Wartung in regelmiibigen Zeitabstiinden zu erneuern. 

7 Auf eine derartige ,,Steuerung“ durch den normalen Tagesrhythmus 

diirfte sich wahrscheinlich auch das periodisch zumeist in den Abend- 
stunden bis gegen Mitternacht — gehiufte Auftreten der Zellteilungen bei 
zahlreichen anderen darauf hin untersuchten Sii®wasseralgen zuriickfiihren 
lassen (vgl. zB. Tabul. Biol. Suppl. I (Bd. V), 1929, 497/98). 
_* Prinzipiell die gleiche endonome Rhyihmik gilt iibrigens auch fiir das 
Blithen vieler unserer Waldbiiume, das ja bekantlich bei zahlreichen Arten 
nicht alljaihrlich, sondern in gré®eren Zeitabstiinden im Rhythmus der soge- 
nannten | »Mastjahre“ erfolgt. Auch in diesem Falle mui der Assimilate- 
Spiegel jedesmal erst wieder bis zu einem bestimmten Mindestwert aufee- 
fiillt werden, ehe eine neue Bliihperiode eingeschaltet wird. 4 


(Abbildung 9). In die Seitenwand des Behalters H (Dia-_ 


einem konstanten Wasserstrom aufgefiillt wird (Assimi-_ 


Wasser fiillt darauf den Behiilter von neuem an_ usf. 
(Prinzip des Soxhlet-Apparates) 8. Die Physiker bezeich-— 


— 
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&. Teilungsintervall und Gréfenklassen. 


_ Das geschilderte Kippschwingungsmodell ist eleichzeitig geeignet, 
die Beziehungen zwischen ZellgréBe und Generations- 
dauer verstindlich zu machen: bei konstantem Zuflu8 muB das Inter- 
vall zwischen den einzelnen Entleerungen zwangsliufig umso gréRer 
werden, je gréfer der Behalter H — das heiBbt also je gréRer die Dia- 


tomeenzelle — ist. Grobe Zellen miiSten dementsprechend — gleiche 


gehenden Individuen und kontinuier- 


A 


‘Regel eine binomiale Verteilung 


kultur variationsstatistisch, so stellt §”? 
man fest, daB die tatsichliche Ver- & 
teilung dieser Erwartung keineswegs § 
entspricht (Abbildung 10, ausgezogene & 
- Kurve). Man becbachtet vielmehr regel- us 


maBig eine deutlich asymmetrische 
-Verteilungskurve mit auffallig 


-verschobenem Gipfel. 


sich unmittelbar zweierlei  ablesen: 


assimilatorische Leistung vorausgesetzt — ein liingeres Teilungsintervall 
aufweisen als kleine®. Das ist nun entgegen der bei anderen Diatomeen- 


arten.gemachten Erfahrung bei Nitzschia palea tatsichlich der Fall. 


_ Bei fortlaufend simultaner Teilung 
simtlicher von einer Mutterzelle aus- 20 


licher Grofenabnahme der Tochter- 
individuen, um jeweils die doppelte 
Schalendicke, miiBte man bei Zugrunde- 
legung der Mac-Donatp-Prirzerschen 2 


der Zellen auf die einzelnen GréRen- 
klassen erwarten. Untersucht man je- 
doch daraufhin éine altere Klon- 


tiberhéhtem und stark nach rechts (in 
Richtung auf die gréBeren Individuen) | 


Aus dieser Verteilungskurve laft ve 


Erstens befinden sich die Individuen 
mit iiberdurchschnittlicher GréBe in der 
relativen Uberzahl, und zweitens deutet : 
die auffillige Uberhéhung des Gipfels LOVE AZIE ZY ZN ZEA SOULE S2 
auf eine starke Tendenz zur Erhaltung EES 

eines ganz bestimmten GroéBenwertes. 


Abb. 10. Nitzsehia palea, Planktonkultur. Ty- 
pische Gr6éfenverteilung von 500 Zellen. 


hin, der in dem dargestellten Fall bei stark iberhdhter und nach rechts  ver- 


28 w (,, Standardgrabe') liegt. Bei Po- ¢echobener Gipfel der Verteilungskurve. (Zum 
Vergleich ist gestrichelt die theoretisch 


pulationen mit einer wesentlich gerin- zy erwartende binomiale GréSenverteilung 
geren DurchschnittsgréBe kann dieser eingetragen). 

Gipfel auf entsprechend niedrigere 

Werte fallen; stets sind jedoch Rechtsverschiebung und Uberhdhung gleich 
deutlich zu erkennen, wie in dem wiedergegebenen Beispiel. 

' Die Rechtsverschiebung des Verteilungsmaximums kann theoretisch zwei 


‘verschiedene Griinde haben: Entweder vollzieht sich die absolute GréBen- 


9 Die ChromatophorengréBen der Auxosporen und der herabgeteilten. In- 
dividuen unterscheiden sich nur ganz unerheblich voneinander. 
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abnahme der Tochterzellen nicht kontinuierlich, sondern nimmt mit der Ver- 
kleinerung der Zellen immer gréBere Werte an, oder aber die Teilungs- 
frequenz der kleinen Zellen muf héher sein, als bei den groBen Zellen, Die — 
erste Méglichkeit hat offenbar von vornherein nur wenig Wahrscheinlichkeit _ 
fiir sich; “eher kénnte man umgekehrt erwarten, dab die . Wanddicke eine be- 
stimmte Relation zur ZellgréBe einhalt und daB dementsprechend die absolute ; 
GréBenabnahme der Zellen bei ihrer Verkleinerung allmahlich immer geringer | 


wird (vgl. Husrepr, 1930 a S.37; GeiTLer, 1932 S. 8/9). 

So bleibt also nur die zweite ‘der erwihnten Deutungsméglichkeiten iibrig: 
erhéhte Teilungsfrequenz bei verminderter Zellgréfe, und— 
das Experiment hat diese im ersten Augenblick iiberraschende, weil allen 
bisherigen Erfahrungen bei anderen Diatomeen Mbeiec eh i Deutung 
tatsiichlich bestitigt. (vgl. z.B. MULLER, 1883; Husrept, 1930 a, S. 94). 

Kombiniert man nimlich beim Ansatz einer neuen Kultur das Impf-— 
material aus 50°/o Zellen einer groBzelligen Kultur (Auxosporenmaterial mit 
einer Durchschnittsgré8e von 30 bis 34u) mit 50°/o Zellen einer kleinzelligen _ 
Kultur des gleichen Klones (20 bis 24), die man durch geeignete Behand- 
lung an der Auxosporenbildung gehindert hat, so kann man unmittelbar ver- 
folgen, wie die groBen Zellen in ihrer Vermehrung von den kleinen iiber- 
fliigelt werden und auf dem stationiren Endzustand erheblich zuriickgedrangt 
erscheinen (unter 1945 gemessenen Zellen fanden sich z.B. in einem der- 
artigen Versuch nach 6 Tagen neben 1441 kleinen Zellen nur 504 grofe, das 
sind knapp 26°/o). Geht man von verdunkeltem Material aus, in dem sich 
keine Zellteilungsstadien mehr befinden, und zihlt man sodann in regel- 
miBigen Zeitabstinden den prozentualen Anteil der grofen und der kleinen 
Zellen unter den ,,Zwillingsstadien“ aus, so zeigt sich, daB die ersten Zell-— 
teilungen fast ausschlieBlich von den kleinen Individuen gestellt 
werden (nach 9 Stunden findet man etwa 95°/o kleine Zellen neben nur 5 °%/o 
Auxosporen in Teilung), wihrend der Prozentsatz der ,,grofen“ nur ganz all- 
mihlich ansteigt und erst nach etwa 30 Stunden mit etwa 42°/o sein Maximum 
erreicht. 

Aus einer gréSeren Reihe derartiger Versuche lassen sich fiir die ver- 
schiedenen Gréfenklassen der Nitzschia palea unter optimalen Wachstums- 
bedingungen folgende Generationsdauern ableiten: Auxosporen (30 bis 32 p) 
20—24 Stunden; mittelgroBe Zellen (,,StandardgréBe“ 28 un) 16—20 Stunden; 
kleine Zellen (18 bis 20 u) 10—12 Stunden. 


9. Sekunddres Liingenwachstum. 

Aber auch noch ein zweiter Faktor scheint bei der besprochenen 
Rechtsverschiebung des Verteilungsmaximums eine Rolle zu spielen. Es 
hat sich némlich gezeigt, daB selbst in lebhafter Entwicklung befindliche 
Planktonkulturen { trotz regelmaBiger Zellteilungen bei konstanten AuBen- 
bedingungen monatelang die gleiche statistische Zusammen- 
setzung bewahren, wahrend sich doch nach der Mac-Donatp-PrirzEr- _ 
schen Regel das GfdBenmaximum allmihlich in der Richtung auf die | 
kleineren Individuen verlagern miiBte. In Tabelle IV sind die regel- 
miéBigen variationsstatistischen Analysen eines Klones wihrend der 
Dauer eines Jahres zusammengestellt. Trotzdem die Zellen zwischen 
der ersten und der letzten Messung gré®enordnungsmibig rund 300 Tei- 


lungen durchgemacht haben, ist praktisch keine GréBenabnahme des. — 
Mittelwertes festzustellen. 
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Tabelle IV. Nitzschia palea, Planktische Massenkultur. Variationsstatistische 
Analyse eines regelmifig tiberimpften Klones wdhrend eines Jahres. Trotz- 
dem die Zelien in der Zeit zwischen der ersten und der letzten Messung 
etwa 300 Zellteilungen durchgemacht haben, ist praktisch keine Grofen- 
. abnahme des Mittelwertes festzustellen. 
a a 


Patani Verteilung auf die einzelnen GroBenklassen in % 
BepaMeecting (GroBenklassen in (1) Mittel 
22 23 24 25 26 20 28 29!" 6 30. 31 32 
24,5. 46 — 1 1 2, Shae aoe 4 Dire Duta 28,09 
8. 8. 46 if 1 2 3 OM LAR Oe (al ak Om atthe 27,96 
Deslik CAG Le ea) LD 4 TOL GSR SAD LO! val in ae 27,88 
24, 2. 47 uy 1 2 4 OR elon uone 926: 7 — — 27,81 
24, 5.47 1—, 2 3 So ELD Oto 26 8 — — |. 27,88 


Diese Erscheinung kann nur dadurch erklirt werden, daB die Nitz- 
schia palea-Zellen die Fihigkeit besitzen sekundir in die Linge 
zu wachsen und auf diese Weise die durch den eigenartigen Zell- 
teilungsmechanismus der Kieselalgen zwangsliufig eintretende Zellver- 
kleinerung auch ohne Auxosporenbildung wieder auszugleichen. 
Unter optimalen Kulturbedingungen liegt die angestrebte mittlere GréBe 
der Zellen bei etwa 28 wu. Ich habe diesen Wert, der sich im Laufe der Zeit 
selbstandig in allen normal belichteten und erndhrten Planktonkulturen 
einstellt und sodann durch viele Generationen ohne die Einschaltung 
von Auxosporen unverindert beibehalten wird, als ,,StandardgréBe“ be- 
zeichnet. Unter ungiinstigen Kulturbedingungen (schlechtes Licht, 
niedrige Temperatur, mangelhafte Durchliiftung) kann das GréfSen- 
maximum jedoch auch auf erheblich niedrigere Werte fallen (Ab- 
bildung 11). 

Geht man von einer Kultur frisch herangewachsener Auxosporen mit 
einer mittleren GréBe von 30 bis 32 w aus, so beobachtet man in den 
ersten Wochen eine deutliche Abnahme der mittleren Zellgréfe. Sie 
belaiuft sich — wie man an den ,,Zwillingsstadien“ unmittelbar beob- 
achten kann — auf gréSenordnungsmibig etwa 0,05 uw je Zellteilung, 
weil jeweils die eine der beiden aus derselben Teilung hervorgehenden 
Schwesterzellen um rund 0,1 w kleiner zu sein pflegt, als die Ausgangs- 
zelle. Durch die mit der Zellverkleinerung verbundene Abkiirzung der 
Generationsdauer erfihrt die Verteilungskurve zugleich ihre charakte- 
ristische Ausweitung nach links. Ist auf diese Weise die mittlere Zell- 
groBe im Laufe von 40 bis 80 Zellteilungen auf die ,,Standardgréfe* 
yon 28 1 abgesunken, so ist damit unter giinstigen Kulturbedingungen 
das ,,Stadium mit konstanter Apikallinge“ erreicht, d.h. das sekundare 
Lingenwachstum wirkt allen weiteren Zellverkleinerungen so wirk- 
sam entgegen, da sie sich auf das Ganze gesehen nicht weiter bemerk- 
bar machen. Je ungiinstiger die Kulturbedingungen sind, desto spater 
wird offenbar dieses Stadium mit konstanter Apikallange erreicht. Da- 
her ist es méglich, da® sich in den schlecht durchliifteten und beleuch- 
teten ,,Glaswollekulturen“ im Laufe der Zeit trotz ungiinstigerer Zell- 
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teilungsbedingungen eine geringere Durchschnittsgrofe einstellt, als 
in regelmi®ig iiberimpften, tippig wachsenden Planktonkulturen des 
eleichen Klons, die auf die gleiche Ausgangskultur zuriickgehen. 
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Abb. 11, Nitzschia palea, GréBenverteilung ein und derselben Population: a) am 16. Juli im Glas-— 
wollekolben,. b) zwei Monate spater nach Ubertragung in ein Planktonkulturrohr, Sekundares — 


GréBenwachstum ohne Auxosporenbildung. 

is 
Uberimpft man Zellmaterial aus einer derartigen kleinzelligen Glas-— 
_wollekultur in ein Planktonrohr und verfolgt nun die Durchschnittsgrébe + 
der Zellen unter den neuen, giinstigeren Lebensbedingungen, so kann ~ 
man ohne die Einschaltung einer Auxosporenbildung einen allmihlichen — 
Wiederanstieg des GréBenmittels beobachten (Tabelle V). Auf diese 
Weise libt sich das sekundire GréBenwachstum der Zellen unmittelbar — 
Statistisch nachweisen. Der Versuch gelingt allerdings nur, wenn man ~ 
durch regelmabige Ubertragung in frische Nahrlésung dafiir sorgt, dab 
sich die Zellen lebhaft zu teilen vermégen; unter ungiinstigen Wachs- 
tumsbedingungen der Kulturen (Hemmstoffanreicherung, Verfettung der — 
Zellen) unterbleibt auch das sekundiire Lingenwachstum der Einzel-_ 
zellen. Ks erscheint daher fast so, als ob eine unmittelbare Beziehung 
zwischen Zellteilungsvorgang und sekundiirem Membranwachstum be-- 
stehen wiirde. Vielleicht befindet sich die Membran gerade zur Zeit — 
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Tabelle V. Niteschia palea, Variationsstatistische Analyse ein und derselben 
Population: a) am 26. Juli 1945. b) zwei Monate spdter nach Ubertragung 
in ein Planktonrohr. Sekundéres Léngenwachstum ohne dazwischen- 
geschaltete Auxosporenbildung. 
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Verteilung auf die einzelnen GréBenklassen in % 
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der Mitose unter der Einwirkung spezifischer nur wihrend dieses Ent- 
wicklungsabschnittes vorhandener Stoffe in einem besonders stark auf- 
gelockerten, plastischen Zustand. eee 

Es sei in diesem Zusammenhang darauf hingewiesen, da’ bereits im Jahre 
4942 eine kurze Notiz von Sten WieDiine erschienen ist, nach der auch dieser 
Autor bei verschiedenen Nitzschieen in mehrjahrigen Versuchsreihen keine 
‘GréBenabnahme der durchsehnittlichen Apikallinge der Zellen hat feststellen 
konnen. Ferner verdient eine auffillige Beobachtung Gistr’s erwahnt zu 
werden, der bei mehreren Erddiatomeen (darunter u.a. bei der mit Nitzschia’ 
palea nahe verwandten Hantzschia amphiorus) unter verschiedenen Kultur- 
pbedingungen erheblich voneinander abweichende GroBenmittelwerte fest- 
‘stellen konnte. Unter bestimmten Kulturbedingungen trat zwar auch Auxo- 
‘sporenbildung ein, aber GIsTL schreibt ausdriicklich: ,,Damit allein lassen 
sich die @réBenunterschiede nicht erklaren. Es spielen wohl Quellungs- und. 
Entquellungserscheinungen eine Rolle, bedingt durch die Veriinderung der 
kolloidalen Struktur der Zellen und den EinfluB des jeweiligen lIonenge- 
misches, das auf die Kieselalge wirkt.“ 

Es darf daher m. E. als eindeutig erwiesen betrachtet werden, daf 
einige Diatomeenarten, darunter vor allem die eingehend untersuchte 
Nitzschia palea, tatsichlich die Fahigkeit zu sekundarem Lingenwachs- 
tum besitzen. Damit wird gleichzeitig die regelmibig beobachtete starke 
Uberhdhung des Gipfels der Variationskurven verstiindlich, die offenbar 
dadurch zustande kommt, daf ein ganz bestimmter Grégwenwert. 
der seinerseits von den Umweltbedingungen abhingig ist, von allen 

_kleineren Zellen der Kultur aktiv angestrebt wird, — eine bei anderen 
Algen durchaus geliufige, bei den Diatomeen jedoch grundsatzlich neu- 
artige und im ersten Augenblick recht unwahrscheinlich anmutende Er- 
-scheinung (vgl. HustrepT, 1930 b, 8S. 30)., Setzt sie doch voraus, dali die 
‘Zellmembran der in Frage kommenden Arten nicht starr und fest sein 
kann, sondern vielmehr plastisch und dehnbar sein mubi. 
. Tatsiichlich lat sich das bei Niteschia palea auch schon aus cvewissen 
direkten Beobachtungen schlieBen. Es wurde bereits (Abschnitt B 4) er- 
wihnt, dafs die Zellen unterhalb einer Lichtintensitaét von etwa 500 Lux 
unbeweglich sind und infoleedessen bei den Zellteilungen nicht auseinander- 
kriechen kénnen, so da in derartigen Kulturen im Laufe der Zeit lange 
- Fragilaria-ihnliche Zellbinder auftreten. Nun sind die beiden Valvae der 
-einzelnen Zellen nicht genau planparallel, sondern in Richtung auf die Zell- 
pole schwach gegeneinander geneigt. Bleiben daher die Schalen der Tochter- 
“zellen mit ihren Oberflichen fest aneinander haften, wie das aus noch unbe- 
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kannten Griinden haufig der Fall ist, so erfahren die beiden duBersten 
Schalenhilften der Ursprungszelle des ganzen Zellbandes nebst ihren un-_ 


\ 


filliger werdende Kriimmung, der sie natiirlich nur nachzukommen vermogen, — 
wenn sie nicht starr und spréde, sondern plastisch deformier- und dehnbar 
sind (Abbildung 12). Da stets gerade die beiden Altesten Schalenhalfte a 
des ganzen Bandes die stiirkste Deformation erleiden, kann die geschi - 
derte Erscheinung mit den mannigfaltigen Degenerations- und Involutions 


Abb. 12. WNitzschia palea, Ende eines Zellbandes 

aus einer Agarkultur, die bei 300 Lux gehalten 

wurde. Starke plastische Schalendeformation der 

Endzellen, (Nach einer mit dem Zeichenapparat 

hergestellten Umrifzeichnung; Vergréferung 
1000 fach). 


Eine ihnliche plastische Schalendeformation la8t sich gelegentlich auch 
in sehr dicht besiedelten Agarkulturen auf besonders steif gekochtem Agar 
beobachten. Unter diesen Umstiinden vermégen die Zellen nicht in das Agar 
einzudringen und bedecken schlieBlich die Agaroberfliche so dicht, daB sie 
sich gegenseitig bedrangen und ineinauderschieben. Dabei kommt es haufig 
ebenfalls zu erheblichen Deformationen und Verbiegungen der Membranen. 

Befreit man die Zellen aus ihrer Zwangslage oder zertriimmert man die 


-zuvor geschilderten deformierten Zellbinder, so behalten die einzelnen 


herausgelésten Zellen ihre verbogene Gestalt auch weiterhin bei; die Membran 
ist also nicht elastisch, sondern vielmehr plastisch deformiert worden. 
Eine derartige Plastizitiét ist natiirlich nur denkbar, wenn ihre Verkieselung 
sehr .schwach ist. Man wird daher der Nitzschia palea-Membran eine Fein- 
struktur zuschreiben miissen, die Zeit ihres Lebens nicht iiber den Hirtegrad 
des Perizoniums anderer pennater Diatomeenarten hinausgeht, das ja, 
wie wir wissen, gleichfalls bis zu einem gewissen, allerdings stets nur sehr 
geringen Grade mit Silikat inkrustiert zu sein pflegt und dennoch dem hiufig 
michtigen GréSenwachstum der Auxosporen nachzugeben vermag. Fiir die 
schwache Verkieselung der Nitzschieen-Membran spricht iibrigens auch schon 
die Tatsache, daB die Schalen der mit Nitzschia palea nahe verwandten Nitz- 
sehia acieularis nach einer Angabe von Hustep? durch starke She acte 
lung meistens zerstért werden (1930 a. 8. 423/424)? 
*0) Erst nach dem AbschluB des Manuskriptes erreichte mich die soeben | 
publizierte neueste Arbeit von STEN WiepLING, in der er das Belegmaterial | 
fiir die in der oben zitierten Arbeit gemachten Angaben vorlegt. (Botaniska 
Notiser 1948, Heft 38, 8. 322—354). Es erweist sich, da& sich unsere Er- 
fahrungen auf das Beste ergiinzen. Da Wiepiine ausschlieBlich mit sehr 
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10. Mitosedauer. 


F Vorausgesetzt, daB die Generationsdauer eines Organismus bekannt 
jist, 1a8t sich aus dem prozentualen Anteil der einzelnen Zellteilungs- 
jstadien unschwer auf statistischem Wege auch die Mitosedauer 
dbestimmen. Die Generationsdauer von Nitzschia palea-Zellen der 
i, Standardgrébe“ (28) belauft sich wie schon erwihnt auf etwa 16 bis 
118 Stunden. Unter optimalen Entwicklungsbedingungen findet man in 
feiner derartigen Kultur neben rund 90° Ruhekernen etwa 3° Pro- 
iphasen, je etwa 0,5°/o Metaphasen und Anaphasen, sowie etwa 2/o frithe 
fund 4%/o spate Telophasen. Diese 6% Telophasen entsprechen im 
ywesentlichen den Entwicklungsstadien, die sich schon ohne besondere 
iFarbung als ,,Zwillingsstadien‘‘ erkennen lassen. Setzt man die Genera- 
jtionsdauer (960’ bis 1080’) der Einfachheit halber mit durchschnittlich 
11000’ an, so ergeben sich daraus fiir die einzelnen Mitoseabschnitte 
Hfolgende Zeiten: Interkinese: 15 Stunden; Prophase 30’; Metaphase und 
jAnaphase je 5’; friihe Telophase 20’ und spite Telophase 40’ (Gesamt- 
fdauer des Zwillingsstadiums also etwa eine 1 Stunde). Die beobachteten 
‘Zeiten lassen sich groé®enordnungsmikig durchaus mit den bei hoheren 
Pflanzen gefundenen Werten vergleichen: Der gesamte Teilungsvorgang 
lauft in etwa 1%/4 Stunden ab, ihm folgt eine etwa 15stiindige Ruhe- 


jlangsam wachsenden Agarkulturen gearbeitet hat, erstreckt sich bei ihm 
die GréBenabnahme der verschiedenen gepriiften Nitzschia-Arten in allen 
Fallen tiber erheblich langere Zeitrdaume, als in meinen schnellwiichsigen 
Planktonkulturen. Leider macht er keine genaueren Angaben iiber die 
Generationsdauern in seinen Kulturen, soda$ ein unmittelbarer Vergleich 
der Ergebnisse auf Schwierigkeiten sté®t. Dennoch moéchce ich auf einige 
mir wichtig erscheinende Punkte kurz hinweisen. 

Bei einigen Staémmen von Nitzschia Kiitzingiana hat WIEDLING in seinen 

Kulturen genau die gleichen bandférmigen Zellaggregate beobachtet, wie 
ich sie oben (Abschnitt B 4) bei Mitzschia palea beschrieben habe. Er fiihrt 
diese Erscheinung auf die besonderen ,, Bedingungen der kiinstlichen Kultur“ 
zuriick, Es ware zu priifen, ob nicht auch bei ihm, genau wie in meinen 
Nitzschia palea-Versuchen, die Beleuchtungsverhiltnisse eine maSgebliche 
Rolle gespielt haben. 
: Bei der gleichen Art hat er ferner das einzige Mal in seinen langjabrigen 
Versuchsreihen (dle Versuche wurden bereits im Sommer 1935 begonnen): 
yeine gewisse Neigung zu einer Langenzunahme*“ feststellen konnen. Wahrend 
er ndimlich in den Jahren 1936 und 1937 eine konstante mittlere Apikallange — 
der Zellen von 9 bis 10 w gemessen hatte, traten im Sommer 1938 in einem 
Teil der Kulturen Individuen von 16 bis 18 » Linge auf, ohne daf er 
Auxosporenbildung feststellen konnte. Diese Beobachtung wird bei einem 
Vergleich mit meinem in Tabelle V wiedergegebenen Befund bei Niteschia 
palea ohne weiteres verstaindlich, wenn man annimmt, da® sich die Ent- 
wicklungsbedingungen fiir Wiepiines Niteschia Kiitzingiana im Jahre 1938 
in irgend einer Hinsicht geringfiigig verbessert haben (etwa durch eine 
vielleicht kaum beachtete Anderung der Na&hrlésungskonzentration, des. 
Silikatgehaltes oder der Konsistenz des Kulturmediums). 

Sehr interessant ist ferner der von WiEpLING nach langerer Kultur 
beobachtete véllige Schalenverlust bei Niteschia Kutzingiana var. ewilis, der 
das Verstiindnis der erwahnten plastischen Schalendeformationen bei Nitzschia 
palea erheblich erleichtert. Zeigt er doch, daB die Silikatinkrustation der 
Nitzschieen-Membran tatsichlich in weiten Grenzen zu schwanken vermag. 
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pause, in der die zur nichsten Zellteilung benétigten Assimilate bereit-. 
gestellt werden und darauf wird der nichste Teilungsschritt eingeleitet. 
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11. Gruppenbildung: eS 


Es wurde bereits erwihnt, da die Nitzschia palea-Zellen unterhalb | 
einer Lichtintensitit von etwa 500 Lux ihr Bewegungsvermogen ver~ 
lieren; werden sie in stirkeres Licht zuriickgebracht, so kehrt in kurzer | 
Zeit auch ihre Bewegungsfihigkeit zuriick. Dieser Verlusi des Be- 
wegungsvermogens bei sehr schwachen Lichtintensitaten 
oder im Dunkeln kann theoretisch zwei verschiedene Griinde haben: ent- | 
weder der Plasmastrom entlang der Raphe, der im Licht die Bewegungen 
der Zellen hervorruft, hért im Dunkeln auf zu flieBen, oder das Plasma _ 
zieht sich unter dem Einflu8 der Dunkelheit iiberhaupt vollkommen aus 
der Raphe in das Zellinnere zuriick, sodaB auf diese Weise gar kein 
unmittelbarer Kontakt mehr mit dem Substrat besteht. SchlieBlich ware 
auch noch an eine Kombination der beiden genannten Méglichkeiten zu 
denken. : ox tiie re 

Da in jedem Falle der Transport von Partikeln entlang der Raphe 
unméglich gemacht ist und die Beobachtung im Dunkeln auch schon 
rein technisch auf erhebliche Schwierigkeiten st6Bt, war eine Klarung 
der Frage auf Grund von Beobachtungen in den tiblichen Tuscheemul- 
sionen nicht méglich, Durch eine Zufallsbeobachtung in den Plankton- 
- kulturen lieB sie sich jedoch eindeutig im zweiten Sinne beantworten. 
Im Dauerlicht ballen sich niimlich die Zellen bei freischwebender 
Kultur regelmigig zu auffilligen Gruppen und Kliimpehen zu. 
sammen (Abbildung 13), die lebhaft an die bekannten Bakterienagglu- 
' tinationen erinnern, die man erhilt, wenn man die Aufschwemmung be- 
stimmter Bakterienarten mit ihren spezifischen Immunseren zusammen-. 
bringt 11. (Diese Ahnlichkeit ist natiirlich rein formaler Natur.) rE 
Bringt man derartige Agglutinationsgruppen auf éinen Objektiniger| 
_ so kriechen die Zellen vermége ihrer Eigenbeweglichkeit alsbald aus- 
einander und schon nach kurzer Zeit (15 bis 20 min) ist von den Ageglu- 
tinationskliimpchen nichts mehr zu sehen. _ Ne ‘ 

In verdunkelten Kulturrohren, in denen die Zellen unbeweg- 
lich sind, tritt eine derartige Agglutination niemals ein (Abbildung 14). 
Die einfachste Erklirung fiir die auffillige Erscheinung ist daher offen 
bar die, da® in den belichteten Kulturen die in den Raphen frei zu 
Tage liegenden Protoplasten bei dem unfreiwilligen Umherwirbeln in- 
folge ihrer Viskositiit aneinander haften bleiben und miteinander ver- 
kleben. Im Dunkeln dagegen ist ein solches passives gegenseitiges Ver- 
kleben der Zellen nicht méglich, weil sich hier die Protoplasten unter 


“% Die gleiche Erscheinung hat tibrigens auch schon BARKER beobachtet, 
als es ihm darum zu tun war, fiir seine Assimilationsuntersuchungen eine 
homogene Zellaufschwemmung von Nitzschia palea herzustellen, Er schreibt:. 
»Suspensions of Nitzschia closterium are almost completely homogenous, the 
cells beeing separated or grouped in only very small clumps. Niteschia 
palea is not so satisfactory both because it settles more rapidly and because, 
the cells tend to adhere together in considerable masses. Vigorous shaking 
helps to avoid these difficulties“ (1935 S. 142). ‘ $ 
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em Kinflu8 der Dunkelheit in das Schaleninnere zuriic keezogen haben 
omit natiirlich gleichzeitig auch die Eigenbeweglichkeit der Zellen 
sistiert ist. Eine recht gute Stiitze fiir diese Annahme sche ich in der 
atsache, dai die Agglutinationsgruppen durch die Uberfiihrung in ein 
kriiftives Plasmolytikum (etwa in 5% KNO,- onune) in kurzer Zeit 
rolistindig aufgelést werden. 


Abb. 13. Nitzschia palea, Planktonkultur im Licht: Zellen lebhaft beweglich. Starke ,,Aggluti- 
nation‘‘. Plastiden ausgebreitet. 


12. Plastidenkontraktion. 


Sehr auffaillig ist die Erscheinung der Plastidenkontraktion, die 
sich nach Verdunkelung der Kulturen etwa von der fiinften Stunde 
an allmihlich immer deutlicher bemerkbar macht und nach etwa 24 bis 
48 Stunden ihren héchsten Grad zu erreichen pflegt. Die beiden nor- 
malerweise flach ausgebreiteten, je etwa eine Zellhalfte einnehmenden, 
velbbraunen Chromatophoren schrumpfen dabei zu zwei kugeligen Ge- 
bilden zusammen, die in der Mitte der Frusteln zu beiden Seiten des 
Zelikernes nurmehr knapp ein Drittel ihrer normalen Ausdehnung ein- 
nehmen (vel. Abb. 14). Am Licht ist dieser Vorgang, iiber dessen Ur- 
sachen an anderer Stelle ausfiihrlich berichtet werden soll, in wenigen 
Stunden vollstiindig reversibel. 

Nach Riickiibertragung in das Licht gewinnen die Zellen im Verlaufe 
weniger Sekunden ihre Beweglichkeit zuriick. Als erste Lebenserscheinung 
eobachtet man gewdhnlich ein schwaches Zittern, dem bald kleine ruck- 
rtige, zundichst noch ungeordnete Bewegungen folgen, die schlieBlich in die 
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normale, ruhige Gleitbewegung iibergehen, Diese Bewegung erfolgt auch bei zu-. 
néichst noch vollstindig kontrahierten Chromatophoren: Plastidenkontraktion: 
und Kontraktion des Protoplasten sind also voneinander unabhingig. Wie-- 
weit sie sich vielleicht dennoch auf die gleichen Ursachen zuriickfihren| 
iassen, mu allerdings zunichst noch dahingestellt bleiben. 


Abb. 14, Nitzschia palea, Planktonkultur im Dunkeln, Zellen unbeweglich, einzeln liegend. 
Plastiden kontrahiert. 


Die Entspreitung der Chromatophoren bis auf ihre normale Gréfe 


nimmt etwa zwei bis drei Stunden in Anspruch. Die Lichtintensitat 
scheint auf die Entspreitungsgeschwindigkeit fast ohne Einflu®B zu sein. 


13. Bedingungen der Fettbildung. 

Unter konstanten Entwicklungsbedingungena steigt, wie wir eesehen 
haben (Abbildung 2, 3 und 5), die Wachstumskurve einer normalen, 
nicht-,,synchronisierten’ Nitzschia palea-Population zunichst eine Zeit 
lang in geometrischer Progression an. Der Verlauf der Wachstums- 
kurve lift sich in diesem ersten Entwicklungsabschnitt mit dem Ver- 
lauf einer monomolekularen, autokatalytischen Reaktion vergleichen. 
Nachdem jedoch etwa die halbe Besiedlungsdichte des stationiiren End- 
zustandes erreicht worden ist, biegt die Wachstumskurve nach. rechts 
um; die Generationsdauer wird m, a. W. allmihlich immer linger und 
die Kurve geht schlieBlich in die Horizontale iiber: das Wachstum 
der Population ist abgeschlossen. Wie bereits betont wurde, ist die 
maximale Besiedlungsdichte der Kulturen ausschlieBlich von der 


Menge der zur Verfiigung stehenden Nihrstoffe abhiingig, wiihrend 
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hemperatur, Lichtintensitaét und Einsaatdichte — zumindest 
nnerhalb des untersuchten Bereiches — praktisch ohne Einflu® auf die 
Besiedlungsdichte im stationiren Endzustand sind. 
| Gleichzeitig mit der Verlingerung der Generationsdauer beginnen 
lie Kulturen zu verfetten. Die ersten Anzeichen der beginnenden Ver- 
fettung — die durch eine charakteristische Anschwellung der Pyrenoide 
bingeleitet wird — machen sich also von dem gleichen Zeitpunkt an 
bemerkbar, wo die Wachstumskurve ihren Wendepunkt. durchlauft (Ab- 
pildung 15). Unter optimalen Beleuchtungsbedingungen pflegt die 
Werfettung im allgemeinen bereits nach 60 bis 80 Stunden ihren 
héchsten Grad zu erreichen. Bei niedrigeren Lichtintensititen dauert 
Her Vorgang entsprechend linger. So wird die restlose Verfettung 
Z. B. bei 8000 Lux erst nach etwa 8 Tagen erreicht. Morphologisch 
ist im total verfetteten Zustand praktisch das gesamte Zellumen von 
einem einzigen riesigen Fett-Tropfen ausgefiillt. Lediglich im Zen- 
trum der Frusteln bleibt eine kleine Aussparung fiir den an die Seite 
cedringten Zellkern fettfrei. Die Gesamtheit der atherléslichen Be- 
tandteile (,,Rohfett“) belauft sich in diesem Stadium auf etwa 40 bis 
42°/o des Trockengewichtes 12, 
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Abb, 15. Nitzschia palea, Planktonkultur bei 7000 Lux. Populationsentwicklung, Verfettungsgrad 
und py-Wert der Nahrlésung. Erste Anzeichen der Verfettung bei Uberschreitung des Wende- 
punktes der Populationskurve. Maximale Verfettung zwei bis drei Tage nach Erreichung des 
stationaren Endzustandes. Der pyy-Wert der Nahrlésung sinkt mit dem Beginn der Verfettung 


| innerhalb kurzer Zeit auf seinen Ausgangswert py 8,7 zuriick. 
| 


12 Zum Vergleich seien einige Zahlen tiber den Rohfettgehalt der Samen 
bekannter Fettpflanzen angefiihrt (nach BrauneR-DETMER; Pflanzenphysiol. 
Praktikum 5. Aufl. 1929 I, 8.61. S&mtliche Angaben in °/o des Trockenge- 
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Wir kénnen demnach an der Wachstumskurve der Nitzschia palec 
zwei deutlich unterschiedene Entwicklungsabschnitte erkennen: eine 
Phase mit maximaler Zellvermehrung, die mit der Erreichung 
des Wendepunktes ihren AbschluB findet, und eine Phase mit ge- 
hemmter Zellvermehrung, die schlieBlich in absoluten Wachs- 
tumsstillstand tibergeht. Mit Rosertson kann man diese beiden 
Phasen als die Wachstums- oder Vermehrungsphase und als 
die Speicherphase der Population unterscheiden. Mit Czurpa kann 
man sie als das progressive und das regressive Entwicklungs- 
stadium der Kulturen bezeichnen (1935). Wie sogleich noet 
gezeigt werden soll, sind diese beiden Entwicklungsabschnitte auBSer 
durch ihre Teilungsfreudigkeit auch noch durch den verschiedenen S| 
Wert der Nihrlésung deutlich gekennzeichnet. 

Lange Zeit hat man die Speicherphase auch wohl als De genera- 
tionsphase bezeichnet, ein Ausdruck gegen den sich neuerdings 
Denk (1942) mit Schirfe gewandt hat. Ob tatsiichlich ein echter ,,De- 
generationszustand* vorliegt, kann stets erst an der Zeitdauer erkannt 
werden, welche der ,,degenerierte“ Organismus bendtigt, um nach Uber- 
tragung in neue giinstige Kulturbedingungen seine notnale Vermehrungs+ 
fahigkeit zuriickzugewinnen (,,Regenerationsphase“ im Sinne von Denk 
1942, S. 633). Stellt sich heraus, daB die Vermehrungsintensitaét in dep 
Speicherphase keine EinbuBe erlitten hat, so ist es sinnlos von einer ,,De2 
generation zu sprechen. Nach Denx ist die Vermehrungsintensitit ein 
Ausdruck fiir den Grad des harmonischen Zusammenwirkens aller am 
‘Lebensgeschehen der Zelle teilnehmenden Vorginge. Durch Anderung der 
AuBenbedingungen kann das harmonische Zusammenwirken dieser Teil 
vorginge, fiir welches er den Begriff der Konkordanz einfiihrt, ge+ 
‘stért werden: ein Diskordanzzustand ist sodann die Folge. Jede 
Assimilate-Speicherung ist der diufere Ausdruck fiir einen der- 
artigen Diskordanzzustand mit gestérter Stoffwechselharmonie. (Vgl.l 
hierzu auch v. Wirscu 1948.) 

In unserem Fall handelt es sich um eine spezifische Hemmung dew: 
Zellteilungsvorganges der Nitzschia palea bei gleichzeitig unbeein4 
fluBter Assimilation. Schon Beryerinck hat zeigen kénnen, daB ,, jeder 
Ursache, welche das Wachstum beeintrichtigt, bei iibrigens ungestértem 
Kohlensdureassimilation“ bei den Diatomeen zu einer ,,kriftigen u 
leicht sichtbaren Anhiufung von Oltropfen‘ Veranlassung gibt (1904 
8.31). Man kann das etwa dadurch erreichen, dafB man den Zellen be- 
stimmte, zum Wachstum unbedingt notwendige Elemente — wie z. B3 
den assimilierbaren Stickstoff — entzieht. Der einfachste Weg diirf 
jedoch die von mir stets mit Erfolg angewandte Ubertragung in reines 
destilliertes Wasser sein. Selbstverstindlich bleiben jedoch alle oe) 
artigen Manipulationen im Dunkeln absolut wirkungslos. 
wichtes): Linum usitatissimum 34 */o, Papaver somniferum 41°/o, Brassica rapa 
46°/o, Ricinus communis 47°/o, Juglans regia 65 °/o. 

In der einzelligen Griinalge Chlorella pyrenoidosa soll nach den An- 
‘gaben von Spornr und MILNER unter optimalen Bedingungen ein Lipoidgehalt, 


von 85,6 °/o auftreten kénnen (Carnegie Inst. of Washington Year Book 45,) 
109, 1946), 
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Im Gegensatz zu dieser Hungerverfettung‘ beruht die normale 
Altersverfettung: der Diatomeenkulturen auf der Anhaufung spezi- 
Scher Wachstumshemmstoffe (v. Denrrer, 1948), welche die CO,-Assi- 
nilation zundchst véllig unbeeinfluBt lassen und auf diese Weise 
leichfalls zur Entstehung eines Diskordanzzustandes Veranlassung 
geben. Hin grundsdtzlicher Unterschied zwischen ,»Altersverfet- 
tung und ,,Hungerverfettung besteht jedoch nicht. 


14, Biologische Bedeutung des Diatomeenfettes. 

Uber die biologische Bedeutung des Diatomeentettes liegen, soweit 
ich sehe, bisher keinerlei wirklich exakte Untersuchungen vor. Handelt 
es sich tatsdchlich, wie man zuniichst wohl ziemlich allgemein ange- 
nommen hat, um die Ablagerung von ,,Reservestoffen“? — oder hat 
vielmehr Horrer recht, wenn er glaubt, die Fettanreicherung in den 
Kulturen und am natiirlichen Standort in der Regelals ,,.Krankheits- 
symptom™ werten zu miissen (1940 8.105)? Fiir die erste Deutung 
spricht die Beobachtung, da das Fett, das unter ungiinstigen Kultur- 
bedingungen entstanden ist, bei der Wiederherstellung giinstigerer Ent- 
wicklungsbedingungen (Zufuhr von Sauerstoff bzw. Ubertragung in 
frische Nahrlésung) wieder resorbiert wird. Die zweite Deutung ge- 
winnt dagegen an Wahrscheinlichkeit, wenn man an gewisse d4ubere 
Ahnlichkeiten denkt, welche die Diatomeenverfettung mit der ,,fettigen 
Degeneration“ der Plastiden mancher héherer Pflanzen gemeinsam hat, 
bei der Alterserscheinungen und Abbauvorgiinge zweifellos eine aus- 
schlaggebende Rolle spielen (vgl. Kuster, 19385 und 1937). Die Ent- 
scheidung kann nur das Experiment erbringen, in dem gepriift wird, 
welche Zeit der verfettete Organismus bendtigt, um nach erneuter Uber- 
tragung in giinstige Kulturbedingungen seine normale Vermehrungs- 
intensitit zuriickzugewinnen (Regenerationsphase im Sinne von Denk). 
Stellt sich heraus, daB in der Speicherphase tiberhaupt keine Minderung 
des Reproduktionsvermégens eingetreten ist, so wire es sinnlos, die 
bloBe Tatsache der ,,Diskordanz‘‘ als Krankheitssymptom zu bewerten. 

Vergleicht man unter diesem Gesichtspunkt die Entwicklung zweier 
Nitzschia palea-Kulturen, die sich lediglich durch den »physiologischen 
Zustand“ ihres Impfmaterials unterscheiden, indem die eine a Ue 
tmalem, unverfettetem Impfmaterial aus der Wachstumsphase angesetat 
wird, wihrend die andere auf maximal verfettete Zellen vom stationaren 
Endzustand einer zweiten Kultur des gleichen Klons zuriickgeht, so zeigt 
sich, daB bei niedrigeren Lichtintensitaéten (5000 Lux und darunter) das 
verfettete Impfmaterial stets einen merklichen Entwicklungsvorsprung 
yor dem unverfetteten Material erzielt (Abb. 16): von einer Hemmung 
des Reproduktionsvermégens der verfetteten Zellen kann also gar keine 
Rede sein. DasDiatomeenfettdarfsomitals ausgesprochenes 

peichermaterial angesehen werden, das unter ungun- 
ee Ae i eb edin aude en (niedrige Lichtinten- 
sitit) mobilisiert und zur beschleunigten Durehfihrung 
neuer Zellteilungen herangezogen wird. Wiederholt man den 
gleichen Versuch bei héheren Lichtintensitaten (oberhalb 7000 Lux), 
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so wird dieser Effekt allerdings immer undeutlicher und verschwindet 
schlieBlich ganz. S 

Uberfiihrt man total verfettete Nitzschia palea Zellen vom statio- 
niren Endzustand einer mit Hemmstoffen angereicherten Kultur (vgl. 
v. Denrrer, 1948) im Dunkeln in eine frisch zubereitete, hemmstoff- 
freie Normalernahrungslésung, so findet selbst im Dunkeln, bei volliger® 
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Abb. 16. Nitzschia palea, Populationsentwicklung bei 1000 Lux. a= normales, unverfettetes Impf- 
material. b= total verfettetes Impfmaterial vom stationéren Endzustand. Deutliche Entwicklun 
forderung bei verfettetem Impfmaterial. 


AusschluB der CO.-Assimilation, im Laufe der nichsten 32 Stunden eine 
neue Zellteilung statt, bei der die Fettreserven in der Regel bis auf un- 
bedeutende Reste aufgebraucht werden. , ae 
Die Wiedergabe eines Versuchsprotokolls vom Marz 1946 mag das. 
Ergebnis eines derartigen Versuches verdeutlichen: Ausgangsmaterial: 
a) stark verfettete Zellen vom stationiiren Endzustand einer Plankton-_ 
kultur vom 25, 2. (10000 Lux Dauerlicht). b) unverfettetes Zellmateria 
einer gleichaltrigen Parallelkultur, die jedoch ab 1. 3. verdunkelt wurde. 
Einsaatdichte etwa 450 Zellen je mm’. Versuchsbeginn 9. 3. 10 Uhr. Die 
Zelldichtebestimmungen erfolgten in regelmiBigen 24-stiindigen Ab- 
stiinden. Das Versuchsergebnis ist in Tabelle VI zusammengestellt. : 
Besonders aufschluBreich ist die Tatsache, daB sich die verfetteten’ 
Zellen sogar in vollig niihrstoffreiem destilliertem Wasser im 
Dunkeln zu teilen vermégen. Aus dieser Tatsache geht eindeutig hervor, 
da offenbar auch siimtliche zur Durchfiihrung einer Zellteilung erforder- 
lichen Salze in geniigender Menge bereitgestellt worden sein miissen; 
deutlicher kann die Reservestoffnatur des Diatomeenfettes wohl kaum. 
mehr demonstriert werden. ; 
Vielleicht lassen sich auf diese Weise gewisse widerspriichliche Be-- 
cbachtungen von Ricnrer (1906 S. 94f.) und Karsten (1901 8. 416f.) er) 


are & 
ey 


Die planktische Massenkultur pennater Grunddiatomeen., £91) 


We : Tabelle VI. 
WNitzschia palea. Vermehrung verfetteter Kulturen im Licht und im Dunkeln 
mach Ubertragung in frische Ndéhrldsung (A) bzw. in doppelt destilliertes 
Wasser (B). Sémtliche Werte aus den Zéhlungen zweier Kulturrohre gemittelt. 


Lichtintensitit ; Zelldichte in mm3i 


if _u. Verfettungsgrad Serie Cah 10. 3. ATE Se 12. 3. 
14000. Lux A 450 1750. 5040 5050 
unvertettet: B 450 470 460 470 
14000 Lux A 460 1770 5160 5100 
verfettet B 450 - 690 970 960 

~ Dunkel A 450 450 440 450 
unverfettet B 440 _ 440 450 440 
Dunkel | A 450 880 920 040 
verfettet B 440 910 940 930 


zucker, Asparagin und Glykokoll keine nennenswerte Vermehrung festzu- 
stellen vermochte. Nur in den ersten Tagen der Verdunkelung hilt auch er 
eine ,,anfingliche minimale Vermehrung“ fiir méglich, die jedoch sehr bald 
zum stocken komme. Beide Autoren haben dem ,,physiologischen Zustand* 
thres Ausgangsmaterials keine Beachtung geschenkt. Der ganze geheimnis- 
volle Vorgang der ,,photomechanischen Induktion der Zellteilung“ klirt sich 
aber, augenblicklich auf, wenn man annimmt, da® in dem einen Falle ver- 
fettete, im anderen dagegen unverfettete Zellen als: Ausgangsmaterial ge- 
dient haben.. a 
SchlieBlich sei noch kurz auf die Bedeutung der Diatomeenverfet- 
tung fiir die Trockenresistenz der Zellen hingewiesen. Daf viele 
Diatomeenarten langere Trockenperioden lebend zu tiberstehen ver- 
mégen, wird durch zahlreiche 6kologische Beobachtungen nahegelest. 
Kuster (1946) hat jedoch erst ktirzlich zeigen kénnen, dafi beim Ein- 
trocknen der Frusteln normalerweise sofort Luft in das Zellinnere ein- 
dringt, wobei hiufig die Kieselpanzer zersplittern oder zerbrechen. 
Denkt man sich nun den wiisserigen Vakuoleninhalt der Zellen durch 
fettes Ol ersetzt, wie das im Freien infolge der verschlechterten Lebens- 
bedingungen in der Regel der Fall sein diirfte, ehe die restlose Ein- 
trocknung der Frusteln droht, so ist zu erwarten, das der Wasserentzug 
erheblich erschwert und die Gefahr des Eindringens von Luft in das 
Zellinnere entsprechend vermindert sein wird. Die Fettspeicherung 
kénnte somit sehr wohl den Schliissel zur Klirung des Problems der» 
Trockenresistenz der Diatomeen abgeben. Leider sind jedoch alle dies- 
beziiglichen Versuche mit Nitzschia palea durchaus negativ verlaufen. 
Unverfettetes und verfettetes Zellmaterial wurde auf den verschiedensten 
Unterlagen (Filtrierpapier, Tonscherben, Glaswolle, Watte, Mull, Miillergaze 
u. a.m.) bei verschiedenen Temperaturen schnell (in 5 bis 10 min) und lang- 
sam (im Verlaufe mehrerer Tage) getrocknet und. darauf z. T. sofert,.2- 1. 
nach einer liingeren Ruheperiode in frische Nahrlésung iibertragen: siimtliche 
Zellen waren tot. Nitzschia palea ist somit auch im total verfetteten Zustand 
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gegen Austrocknung duferst empfindlich. Eine Beziehung iwicehin Ver. 
fettungsgrad und Trockenresistenz lie sich nicht nachweisen. 

Auf die Bedeutung des Diatomeenfetts fiir die Planktongenese 
wird im Abschnitt D oak kurz zuriickzukommen sein. 


15. pu-Wert der Ndhridsung. 


Interessant ist es, wiihrend des Wachstums der Kultur und wahrend | 
der anschlieBenden Verfettung den po-Wert der Nahrlésung zu ver-- 
folgen. Der pu-Wert der frisch angesetzten ,,Normallésung“ liegt an-- 
nihernd bei 10,2; sie reagiert also ziemlich stark alkalisch. LABt man} 
die Lésung jedoch unbeimpft bei Zimmertemperatur offen stehen, 
sinkt der po-Wert regelmaBig durch CO,-Absorption aus der Luft inner: - 
halb weniger Stunden auf etwa pu 8,7 ab. Dieser Vorgang laBt sic 
durch kiinstliche CO,-Zufuhr erheblich beschleunigen und verstirken. 
Es gelingt z. B. den po-Wert durch einfaches Hindurchblasen von Atem - 


Falle stellt sich jedoch an der Luft allmihlich der gleiche Endzustand 
mit pu 8,7 ein. Verhindert man umgekehrt die CO,-Zufuhr, indem ma 
die Aufbewahrungskolben fest verkorkt, so verindert sich der pH-We 
auch bei lingerem Stehen nur unerheblich. 


Durchliiftung den Gleichgewichtszustand mit der ean BRE hat, mi | 
Diatomeen, so steigt der pu-Wert der Nihrlésung am Licht langsam | 
Pea or an. Dieser neue PH- -Anstieg weist, _wie Abbildung 14 zeigt, _ 


maximalen Besiedlungsdichte Ger Kultur betas Diese neue Alkal: l- 
sierung lat sich zw anglos auf den Kohlensiureverbrauch bei der COs. 
Assimilation der Algen zuriickfiihren, denn voriibergehende Verdunke- | 
lung der Kulturen hat innerhalb weniger Stunden erneutes Absinken aut 
den Ausgangswert 8,7 zur Folge. Gleichzeitig mit der Erreichung des. 
stationiéren EK ndzustandes findet aber schlieBlich auch im Licht ein ‘aber - 
maliger rapider Abfall des pu-Wertes auf etwa pu8,7 statt. Diese 
Verschiebung diirfte in unmittelbarem Zusammenhang mit der Fett- 
bildung stehen, da ja bekanntlich bei der Umwandlung von Kohlen- 
hydraten in Fett stets eine intensive CO,-Abspaltung erfolgt (BERNHAUER, 
1943 8.349f.). Das Konkordanzstadium der Nitzschia-palea- 
Kulturen (bzw. ihre Wachstumsphaseoder ihrprogressives 
Entwicklungsstadium) ist also durch einen ansteigenden, 
das Diskordanzstadium (die Speicherphase oder das rel 
gressive Entwicklungsstadium) dagegen durch einen ab 

fallenden poH-Wert gekennzeichnet. 
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C. Natiirliche Massenvorkommen von Planktonorganismen. 


Fiir die-Bewertung der im experimentellen Teil dieser Arbeit ZU- 
sammengestellten Ergebnisse ist es von Interesse, welche Plankton- 
dichten unter natiirlichen Bedingungen auftreten kénnen, und wie 
sich die Ertriige der Nitzschia palea in planktischer Massenkultur zu dei 
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prtragen echter Planktonorganismen verhalten. Daher sei zum Schlug 
hoch kurz auf einige diesbeziigliche Angaben aus der limnologischen 
iteratur hingewiesen. 


Zur Beantwortung der ersten Frage sind in Tabelle VII und VIII die 
ell- und Trockengewichtsertriige der Nitzschia palea-Planktonkulturen 
nit entsprechenden Ertragsangaben tiber natiirliche Massenvegetationen 
Werschiedener Phytoplanktonten zusammengestellt. 


abelle VII. Natirliche Massenentwicklung verschiedener Planktonorganismen 
m Vergleich zu den Krnteertrdgen, die mit der benthonischen Nitzschia palea 
pet planktischer Massenkultur erzielt wurden (Individuenzahlen im Liter). 


Fundort und Zusammensetzung des natiirlichen 


Zellen im Liter: | Autor: 


Massenvorkommens : 

egetationsfarbende Assoziation ver-| 50000000 000 | UTERMOEL, © 
schiedencr Griinalgen und Flagellaten im | 1925. S. 471 

ntentiimpel zu Haidschlof (Ostholstein). : 

. Oktober 1921. Vorwiegend: Chlorella, 

Cryptomonas, Chroomonas, “Chlamydomo- 

nas, Scenedesmus, Huglena | | 
egetationsfirbende Assoziation ver-| 40000000 000 NAUMANN, 

schiedener, nicht niher bestimmter grii- | 1919, S. 44. 

mer Algen von ca.5u Durchmesser in | 

einem kleinen Freiluftbassin mit reich- 
lich verwesenden Pflanzenteilen. Ane- 
boda (Schweden) 

Jegetationsfirbende Assoziation von 12000000000 NAUMANN, 
Ankistrodesmus falcatus var. spirilliformis. 1919, S.. 43 
Freiluftbassin im Bot. Garten von Ane- | 
boda (Schweden). 18. Mai 1912 Ping | 
Vecetationsfirbende Assoziation ver-| 10000000000 NAUMANN, 
schiedener Chlorelien in einem kleinen | 1949, 8.48 


nahrstoffreichen Freiluftbassin. Ane- , 
boda (Schweden) 


Planktische Massenkultur der bentho-| 5200 000 000 eigene 


nischen Nitzschia palea (25u Jang, 4 bis Untersuchunger 
5w breit) | 
Vegetationsfarbende Chlorelia-Produk-| 1 000.000 000 KoLkwirz, 
tion in einem Berliner See _ |= 1911, zitiert 
b. NAUMANN, 

; 1919, $..42 
Dictyosphaerium Ehrenbergianum. August 700 000.000 Urermoan, 
1924 im Pinnsee (Ostholstein) zitiert bei Lenz. 
€ | 1928, S. 73 
Stephanodiscus hantzschii var. pusilla im) 226 000 000 UreRMOHL, 
groBen Eutiner See. 21. Marz 1926 1927, S. 510 
Stephanodiscus Hantzschii var. pusilla im 58 000 000 KouKwirz, 
Lietzensee bei Berlin. 6. Dez. 1908 1914, 5. 653 
Abgetrennte Brackwassergebiete der 40 000000 | = GEssnER, 


Ostsee bei Riigen | 1934, 8. 159 
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-Selbstverstiindlich lassen die Zelldichteangaben der Tabelle VII noe 
keinen unmittelbaren Vergleich mit den Nitzschia palea-Ertrigen zu, da ja 
bei dieser Zusammenstellung die GréBe der Organismen zunichst volli 
auBer Betracht gelassen worden ist. Soweit es sich jedoch um relativ ein- 
heitlich zusammengesetzte und genau definierte Assoziationen handelt und 
die DurchschnittsgréBe der in Frage stehenden Arten annihernd bekannt ist, 
lassen sich auch dchon aus diesen “Zahlen gewisse Riickschliisse auf die ab- 
solute Dichte der organischen Substanz ziehen, 80 daf ein grober 
Vergleich der Werte méglich wird. 

Die héchste bisher beobachtete ‘und zahlenmiBbig erfabte “Oberproduktion$ 
yon. Planktonorganismen ist m. W. von UTERMOHL mitgeteilt worden, der | 
1. Oktober des Jahres 1921 nach dem besonders sonnigen und trockenen: 
Herbst dieses Jahres bei der Auszihlung einer vegetationsfarbenden Ass0oz 
ziation verschiedener griiner Algen in dem kreisrunden, etwa 20 m im Dureh- 
messer messenden ,,Ententiimpel* zu Haidschlob (Ostholstein) eine Besied- 
lungsdichte von etwa 50-10% Zellen im Liter feststellen konnte (UTERMOHL, 
1925 8.471). In kleineren Freiluftbassins, in denen die Nihrstoffe die er- 
forderliche Konzentration leichter erreichen, scheinen derartige Plankton- 
dichten hiufiger vorzukommen, denn schon 1919 hat NAuMANN tiber eine gana 
dihnliche Massenentwicklung kleiner, leider nicht niher bestimmter griiner 
Algen von etwa 5wu Durchmesser in einem Bassin des Botanischen Gartens 
von Aneboda (bei Lamshult in Schweden) berichtet. Er stellte damals eine 
Besiedlungsdichte von etwa 40: 10° Zellen im Liter fest (1919 8. 44). 7 

Nehmen wir auch fiir die Massenvegetation im Ententiimpel einen wahr- 
scheinlich eher zu hoch gegriffenen mittleren ‘Durchmesser von 5u je Zelle 
an, und setzen wir ferner der Einfachheit halber annihernd kugelférmig ge- 
staltete Zellen voraus, so wiirde sich das Volumen der Einzelzelle auf etwa 
65 wu? berechnen. Im Liter befanden sich demnach im Ententiimpel nach | 
grober Schitzung maximal etwa 3,25 cm*® und im Freiluftbecken in Aneboda 
etwa 2,6 cm? Algenmasse 3, 

Die in den oben beschriebenen tarancten verwendeten Nitzschia paleas 
Zellen hatten eine mittlere Gréfe von durchschnittlich 26 bis 30 u, bei einem 
mittleren Durchmesser von etwa 4 u. Betrachtet man die Einzelzelle in grober | 
Anniherung als rechteckiges Prisma von 28u Liinge und 4u Durchmesser, 
so ergiebt sich daraus ein mittleres Volumen. von etwa 448 u3. Der Liter 
Kulturlésung enthielt demnach auf dem'stationiiren Endzustand eine durch- 
schnittliche Gesamtmasse von etwa 2,33 em? Diatomeen, d.h. bei kiinstlicher | 
Planktonkultur steht der Ertrag dieses natiirlichen Benthonten dem ae 
echter Planktonorganismen unter optimalen Freilandbedingungen kaum nach 
_ Noch weit giinstiger gestaltet sich der Vergleich, wenn man nich@ 
die Massenentfaltung beliebiger Phytoplanktonten betrachtet (in den 
beiden soeben herangezogenen Beispielen handelt es sich ja in erster 
Linie um Griinalgen und Flagellaten), sondern sich auf die in der freien’ 
Natur beobachteten Massenvorkommen planktontischer Kietelalgen be- 
schrinkt. : 

Die dichteste bisher quantitativ erfaBte Massenvegetation plaikeéchell 
Diatomeen ist m. W. die ausgeprigt vegetationsfiirbende Massenentfaltung’ 


13 Es muB an dieser Stelle betont werden, daB derart extreme Besiedlungs- 
dichten zweifellos nur ganz voriibergehend auftreten kénnen, da schon eine 
nur wenige Zentimeter “dicke Schicht einer derartigen Assoziation das Licht. 
praktisch. restlos absorbiert, so daB die in den tieferen Schichten lebenden 
Individuen in kurzer Zeit einfach verhungern miifiten, t 
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(von Stephanodiscus hantzschii var. pusilla, die im Marz des Jahres 1922 von 
} UrermOut im Heidensee (Ostholstein) ausgezihlt wurde. Neben maximal 
93-10° Zellen der genannten Art und einigen unbedeutenderen Begleitern 
#fanden sich in der genannten Assoziation im Liter 2,9- 10° Cyclotellen, 1,9: 108 
| Individuen von Stephanodiscus astraea und 1,1° 10° Individuen von Nitzschia 
| acicularis, Bei Zugrundelegung der von UTERMOHL selbst angegebenen Gréfen- 
; werte errechnet sich aus diesen Zahlen das Gesamtvolumen der Biomasse auf 
| croBenordnungsmabig etwa 40 bis 50 Kubikmillimeter Diatomeen im 
# Liter; die genannte natiirliche Massenvegetation erreichte demnach nur einen 
i verschwindenden Bruchteil des mit dem Nichtplanktonten Nitzschia 
} palea in kiinstlicher Planktonkultur erzielten Dichtewertes. 
Trockengewichtsbestimmungen von planktischen Massenvegetationen 
} liegen leider in noch geringerer Zahl vor, als Zelldichtebestimmungen. 
| Die wenigen in Tabelle VIII zusammengestellten Werte, die sich aus- 
i schlieBlich auf das relativ arme Seenplankton beschrinken, bilden 
| jedoch eine willkommene Ergiinzung zu der vorigen Tabelle und lassen 
| gleichfalls erkennen, daf die normalen natiirlichen Massenentfaltungen 
von Planktondiatomeen weit hinter den Ertrigen kiinstlicher Plankton- 
‘kulturen der Nitzschia palea zuriickbleiben. : 


Tabelle VIL. Natiirliche Massenentwicklung einiger Planktonorganismen im 
Vergleich zu den Ernteertrigen, die mit der benthonischen Nitzschia palea 
bei planktischer Massenkultur erzielt wurden (Trockensubstanzmenge im m’). 


Eundori und Zusamimensetzung des Shatiitlichen Trockensubstanz ‘Autor: 
Massenvorkommens : g im m# H 

Nitzschia palea in planktischer Massen- 980,0. eigene 
kultur . Untersuchungen 
| Vegetationsfarbende Assoziation von 20a _ Konxwirz, 
—Osecillatoria Agardhit im Lietzensee bei 1914, S. 650 
Berlin. 15. Aug. 1914 | 
| Vegetationsfarbende Diatomeenmassen-_ 14,3 | UTERMOHL, 
-enttaltung im Heidensee (Ostholstein). | 1925, S. 489 
Vorwiegend: Stephanodiscus Hantzschir 

var. pusilla und St. astraea, neben Cyclo- | 

tella und Melosira | 

Optimale Phytoplanktonentfaltung im | 6,0 EINSELE, 
Schleinsee bei Langenargen nach kiinst- | 1941, 8. 482 
licher Phosphatdtingung | 
Massenentwicklung von Oseillatoria Re- | 3,0 |  UTERMOHL, 
dekei mit Begleitern im Pliner See | 1925, 8. 481 

‘ 


‘(Heidensee). Nov. 1982 


Uber die kiinstliche Massenkultur von Planktondiatomeen liegt mir nur 
ein Bericht von Kercuum und Reprretp aus dem Jahre 1938 vor. Diese 
Autoren erzielten mit der marinen Nitzschia closterium eine maximale Be- 
siedlungsdichte von 13,8-10® Zellen im Liter. Da nach ihren Angaben 62 - 10° 
Zellen dieser Art ein Trockengewicht von annihernd 1 ¢ ergaben, errechnet 
sich der maximale Literertrag auf etwa 0,22 ¢ Trockengewicht. Wenn man 
bedenkt, daB die kleinere Nitzschia palea bei einer Maximalproduktion 
von 5,2-10® Zellen im Liter bereits ein Trockengewicht von 0,98 g/l ergab, 


So) 


e 


4 b ‘ae 
era Sk ye id 


2 0 CINDY PNY Ce OE ay ce a® hs Le ne Bae eS a hl 
CNS. ONS \ : ts ca Kee TST Tarte , iG, Pant Cs : |) 
‘ 6 ; + , Fst > i) 


f a, . ine 


196 DierRicH VON DENFFER: _ FS ys eek 


i Loy ee % 


lassen sich diese Zahlen, auch bei Annahme eines wesentlich niedrigeren_ 
spezifischen Gewichtes der Nitzschia closterium, nur schwer verstehen. Jeden-— 
falls aber lit sich der Ertrag der benthonischen Nitzschia palea bei kiinst- 
licher Planktonkultur mit dem Ertrag des echten Plankters Nitzschia ; 
closterium gro®enordnungsmibig durchaus vergleichen. =) ae | 


D. SchluBbetrachtung. ; 


Offenbar stellt also die ihrer ganzen Struktur und natiirlichen Ver-_ 
breitung nach litoral-benthonische Nitzschia palea eine interessante 
Ubergangsform zwischen Litoral- und Planktonorga- 
nismus dar und vermag daher aufschluBreiche Hinweise zu geben, wie 
sich die echten Planktonten von den Grunddiatomeen der Ufer-_ 
region ableiten lassen, sofern diese eine Reihe bestimmter Voraus- } 
setzungen erfiillen. — | 

Als wichtigste dieser Voraussetzung fiir die Planktongenese> 
betrachtet Huser-Pesratozzi (1938 Teil I $8.51) bei den in Frage kom-— 
menden Benthal-Organismen die Fihigkeit, den gesamten Lebens 
cyklus — also vorallem auch die Vermehrung — im freien 
Wasser abwickeln zu kiénnen. Wie eingangs betont wurde, hat 
die Erfahrung gelehrt, daB diese Fahigkeit nur verhaltnismabig wenigen | 
pennaten Grunddiatomeen zugesprochen werden kann, da die grobe- 
Mehrzahl ohne das Vorhandensein einer festen Unterlage nicht zur Ver-— 
mehrung zu bringen ist. DaB bei spezieller Beriicksichtigung der Dia-_ 
tomeen natiirlich nur Arten mit asexueller Auxosporenbildung (Partheno-_ 
auxosporen) als Planktonbildner in Frage kommen, liegt auf der 
Hand 14, | 

Als zweite wichtige Voraussetzung fiir die natiirliche Plankton- 
genese muf ferner ein relativ niedriges spezifisches Gewicht ge 
fordert werden. Dieser Forderung kommt zweifellos die bei den Nitz 
schieen verbreitete schwache Verkieselung der Zellmembra 
nen wirksam entgegen, die ja — wie bereits betont — zugleich das 
sekundire GréBenwachstum der Zellen erméglicht. : 

Weiterhin diirfte sehr wahrscheinlich auch die den meisten Nitz 
schieen eigene Fihigkeit zu besonders kriftiger Verfettung bei. 
der Planktongenese eine maBbgebliche Rolle spielen, denn es hat sich’ 
gezeigt, dah auf diese Weise eine erhebliche Verminderung der Sink 


4 Im Gegensatz zu dem Verhalten der meisten iibrigen Nitzschieen er- 
folgt die Auxosporenbildung der Nitzschia palea nach Miqvet (zit. b, GEITLER, 
1932 8.220 und Karsten, 1899 8.182) genau wie bei Niteschia paradoxra 
ohne Kopulation, also entweder autogam durch Pidogamie oder apomiktise 
durch Parthenogenese. Nach meinen eigenen Beobachtungen méchte ich mich 
der ersten Auffassung anschlieBen, da ich vor der Auxosporenbildung, bei 
der es in vielen Fiillen zu sehr auffilligen Aufblihungen und Deformat onen 
der Mutterzellen kommt, regelmiifig eine Verdoppelung der Plastidenzahl 
und die Ausbildung von vier mikrosporenihnlichen Gebilden beobachten 
konnte, wie sie Kotsr (1927) bereits friiher bei Nitzschia vitrea beschrieben 
hat und als zusammengeballte Chromatophoren mit je einem kernihnlichen 
Pyrenoid identifizieren konnte. Die normale Zweizahl der Chromatophoren 
wird erst bei der ersten Zellteilung der jungen Auxosporen wiederhergestellt 


‘ Cars x 


t 


Die planktische Massenkultur pennater Grunddiatomeen. OT 


geschwindigkeit mustende kommen kann. Nun ist bekannt, daB die As- 
similationsbedingungen im Pelagial normalerweise giinstiger zu 
sein pflegen, als in der ikcsrepion (vgl. Rurrner, 1940 8.55), wiihrend 
umegekehrt die Mineralsalzernahrung fiir die in das freie Wasser 
Brasuseetriebenen Individuen im alisomeinan! ungiinstiger sein wird, als 
im Litoral, wo sich gréSere Massen in Zersetzung befindlicher Pitangen- 
reste hiinfon, Beide Umstiinde vereint werden daher im freien Wasser 
die physiologische Grundlage fiir das Auftreten des oben erwiihnten 
»Diskordanzzustandes“ abgeben miissen, der die Zellen zur Ablagerung 
ihres Assimilateiiberschusses in der Form fetten Ols zwingt. Es ist daher 
sehr wahrscheinlich, da®B gerade die durch Zufall in das Pelagial hinaus- 
getriebenen Diatomeenzellen mit Verfettung auf die neue Umwelt 
reagieren werden. Es wire jedoch vollig verfehlt, wenn man darin eine 
zweckmabige »Anpassune an den neuen Debensranm sehen wollte, da 
sich diese ,,Reaktion“ rein physiologisch durch den Zwang der Auten: 
faktoren erklaren lassen wiirde. Leider liegen mir noch keine eigenen 
Beobachtungen iiber den Verfettungsgrad erratoplanktischer und plank- 
tischer Nitzschieen vor; vielleicht darf aber das hiufige Auftreten von 


-Oltrépfchen in den verschiedensten Planktondiatomeen als erster bestii- 


tigender Hinweis in der angedeuteten Richtung gewertet werden. 
Bei Beriicksichtigung dieser Tatsachen kann es nicht verwundern, 


“wenn in der Gattung Nitzschia neben zahlreichen Litoralformen auch 
eine ganze Reihe echter Planktonten vorkommt (vgl. Huser-Pgstatozzi 
1942 S.470f.) und wenn sich dariiberhinaus unter den Grundbewohnern 


eine gréBere Anzahl typischer Ubergangsformen findet, die ent- 


-weder in der Form besonderer Lokalvarietiten als echte Plank- 


tonten auftreten, wie z. B. Nitzschia fonticola var. pelagica im Kutiner 
See, oder doch aamindest tycho- oder epiplanktisch beobachtet 
Frorden sind, wie die bereits mehrfach erwihnte Nitzschia acicuiaris. Be- 
vorzugt eoiplinktisch scheint Nitzschia Kiitzingiana aufzutreten, von 
der es bei Kriecer heift: ,,Oft sind die Kolonien von Cyanophyceen 
(Microcystis, Chroococcus) reichlich damit besetzt‘‘ (Zit. n. Huper-PrEsta- 


| LOZZI, II/2 8.476). Ein typischer Epiplankter scheint weiterhin Nitz- 


schia epiphytica zu sein, die nach O. Mirter gewohnlich auf Melosire 
nyassensis auftritt, wobei letztere hiufig dicht von ihr tiberzogen sein 
soll (Huser-Pesratozzi, I/2 8.477). 

Von diesen Ubergangsformen ist der Sprung zur véllig freien Lebens- 
weise nicht mehr weit und so finden wir denn in der bereits erwahnten 
halophilen Nitzschia closterium und einer gréBeren Reihe weiterer 
Brack- und Sii®wasserarten tatsichlich eine gréBere Zahl echter 
Planktonorganismen, die sich zum Teil sogar in ihren sekun- 
déiren Oreanisationsmerkmaleh (Seliwohefartentce der Nitzschia clo- 
sterium, Gruppenbildung bei Nitzschia holsatica und actinastroides) an 


‘den neuen Lebensraum angepabt haben. Unter den tropischen Arten 


mag ein Hinweis auf Niteschia asterionnelloides, N. lancettula, N. pela- 
gica wnd N. gracilis gentigen, die siimtlich im Oberfléchenplankton des 


Nyassasees auftreten (Huper-Pestatozzi II/2). 
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So vermittelt die durch eine weitgehende morpholo= 
gische Ahnlichkeit ihrer Arten eindeutig charakteri- 
sierte Gattung Nitzschia mit ihren verschiedenen eury~ 
éken Ubergangsformen gleichsam eine geschlossene Ent- 
wicklungsreihe, die — ausgehend von reinen Benthonten 
— einerseits zu echten Erddiatomeen des Edaphons, an= 
dererseits aber auch zu echten Planktonten des Pelagials 
hintiberleitet. Nitzschia palea nimmt insofern innerhalb ihrer Gat- 
tung eine besondere Stellung ein, als sie auf Grund ihrer auBerge- 
wohnlich breiten 6kologischen Valenz sowohl in der eine 
als auch in der anderen Richtung vorzustofen vermag. 


Die eingehende Betrachtung der physiologischen Daten dieser Art 
laBt ferner-deutlich erkennen, daB die fiir die Planktongenese wichtig- 
sten physiologischen und organisatorischen Eigenschaften — also die 
Fahigkeit zur Vermehrung ohne das Vorhandensein einer festen Unter-_ 
lage und das niedrige spezifische Gewicht — nicht erst auf dem Wege 
einer ,,Anpassung“ an den zu erobernden Lebensraum neu hinzu er- 
worben werden, sondern dab diese Eigenschaften von vornherein 
gegeben sein miissen, wenn die Ausweitung des Lebensraumes gelingen 
soll. Die fiir die Planktongenese erforderlichen Eigenschaften sind ie 
bereits in der alten, urspriinglichen Umwelt in aller Ruhe vorbe- 
reitet worden, so da der endgiiltige Ubergang in den si 
raum gar kein Wagnis mehr bedeutet. Es ist daher auch vollig iiber- 
fliissig anzunehmen, daf das Protoplasma der zufillig einmal in das” 
freie Wasser hinausverschlagenen Individuen ,,unter einem duBere 7 
Zwange stehe, auf den es irgendwie ,,reagieren“ miisse, wie das Huser- 
Pestatozzi (I) 8.47) fiir notwendig erachtet, um das Zustandekommen 
der Vermehrung im freien Wasser als jetzt erst niitzliche Neu- 
erwerbung verstindlich zu machen. . < 


Die grundlegenden Mutationen, an die Huser-Pestatozzi denkt, sind 
keineswegs erst die Folge, sondern vielmehr die Voraussetzung fiir den 
Chergang zur schwebenden Lebensweise; lediglich gewisse sekundiire 
Schwebeanpassungen — wie etwa die Schwebefortsiitze bei Niteschia 
closterium oder die Ausbildung biischelig-sternférmiger Kolonien bei 
Niteschia holsatica — mégen spiterhin als echte ,,Anpassungen“ an den’ 
neuen Lebensraum hinzu erworben worden sein, Die urspriinglichsten 
Plankter diirften dagegen ihren litoralen Vorfahren sowohl morpho-— 
logisch als auch physiologisch absolut geglichen und sich erst nach 
ihrem Ubertritt in das freie Wasser hier und dort in einer der ange- 
deuteten Richtungen weiterentwickelt haben. a 


* 


Zusammenfassung der Ergebnisse: 


1. Es wird eine Kulturmethode beschrieben, mit deren Hilfe es ge- 
lingt, gewisse normalerweise benthonisch lebende Diatomeenarten (Na-_ 
viculeen, Nitzschieen) freischwebend (planktisch) zu kultivieren und 
zu kraftiger Vermehrung zu bringen. e 
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2. Die planktische Kultur, die zum ersten Mal die Aufstellung 
-exakter Vermehrungskurven der genannten Diatomeengruppen ermég- 
licht, wird dazu benutzt, eine Reihe der wichtigsten physiologischen 
Daten der Nitzschia palea zu bestimmen, um auf diese Weise einen Ein- 
blick in ihre dkologischen Anspriiche aad die GesetzmiBigkeiten ihrer 
Verbreitung zu gewinnen. 

3. Die endgiiltig erreichte Besiedlungsdichte einer Nitzschia palea- 
Kultur ist ausschlieBlich von der Konzentration der Nihrstoffe ab- 
hangig; sie ist dagegen unabhiingig von der Temperatur, von der Ein- 
saatdichte und von der Lichtintensitit. Entsprechend dem MrrscreEr- 
LicHschen Ertragsgesetz sind die Gesamtertriige relativ zur aufge- 
wendeten Niihrstoffmenge umso giinstiger, je niedriger die Ausgangs- 
konzentration der Nabtestie gewahlt wird. 

4. Das Temperaturoptimum der Nitzschia palea liegt bei etwa 35° C; 
selbst 45° C werden voriibergehend ohne Schaden ertragen. Dieses hohe 
Temperaturoptimum diirfte in erster Linie fiir die weite Verbreitung 
der Art verantwortlich sein. Es erméglicht ihr auch noch im Hoch- 
sommer, wihrend die meisten tibrigen Arten ein ausgesprochenes Ent- 
wicklungspessimum aufweisen, eine gute Entwicklung. 

5. Die optimale Lichtintensitit liegt bei etwa 10000 Lux. Unterhalb 

250 Lux finden keine Zellteilungen mehr statt und die Zellen bleiben 

genau wie oberhalb 10000 Lux unbeweglich. Die giinstigste Energie- 

' verwertung liegt in dem Intensititsbereich zwischen 500 und 5000 Lux. 

6. Die Teilungsfrequenz der Zellen ist abhangig von der Lichtinten- 
‘sitit und von der ZellgréBe. 28 u groBe Zellen teilen sich unter opti- 
~malen Temperatur- und Nihrlosungsbedingungen bei 10000 Lux in etwa 
16-stiindigen Intervallen. Kleinere Zellen teilen sich pchmeler groBere 
langsamer. 

7. Im Gegensatz zu den meisten tibrigen Diatomeen besitzt Nitzschia 
palea die Fihigkeit zu sekundirem Lingenwachstum. Unter konstanten 
_ Versuchsbedingungen gehaltene Planktonkulturen lassen daher auch bei 
monatelanger Weiterzucht keine GréSenabnahme der Zellen erkennen. 
Das sekundire Lingenwachstum steht offenbar in engem Zusammenhang 
mit der schwachen Verkieselung der Zellmembran. 

. 8. Direktes Sonnenlicht sowie kiinstliche UV-Bestrahlung wirken 
auf Nitzschia palea in kurzer Zeit tédlich, und zwar auch dann, wenn 
durch Wasserkiihlung dafiir gesorgt wird, daB sich die Kulturen nicht 
jiber 259C erwirmen. Die seit langem bekannte schadliche Wirkung, 
die das Sonnenlicht auf die Diatomeen ausiibt, wird auf seinen UV- 
Gehalt zuriickgefiihrt. 

9. Normalerweise erfolgen die Zellteilungen ausschlieBlich im Licht; 
nur kriftig verfettete Zellen vermégen sich auf Grund ihrer Peveipeerye 
auch im Dunkeln zu teilen. 
10. Die Unbeweglichkeit der Zellen im Dunkeln ist auf cine Kon- 
traktion der Protoplasten zuriickzufiihren, die auf diese Weise keinen 
“unmittelbaren Kontakt mehr mit dem umgebenden Medium besitzen. 
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11. Auber Aisaek innerhalb kurzer Zeit eintretenden Protoplasten- 
kontraktion tritt im Laufe eines lingeren Dunkelaufenthaltes (24 fe 
48 Stunden) auch noch eine auffillige Plastidenkontraktion ein, die 
gleichfalls am Licht innerhalb weniger Stunden vollstindig reversibel ist. 

12. Verfettung tritt stets dann ein, wenn die Zellteilungen unter- 
driickt werden, ohne da gleichzeitig auch die Assimilation beeintrich- 
tigt wird (N ihrstoffentaug, Hemmstoffanreicherung). Sie ist von einem 
auffilligen Absinken des pu-Wertes der Nahrlésung begleitet. Das Fett i 
besitzt ausgesprochenen Reservestoffcharakter. , 

13. Die Sinkgeschwindigkeit der Zellen vermindert sich bei optimaler 
Vertettung von 15 bis 30 auf 0,1 bis 1mm in der Minute. Die Trocken- : 
resistenz der Zellen ist von der Verfettung unabhiingig: véllige Aus- — 
trocknung hat unter allen Umstiinden den sofortigen Tod zur Folge. 

14, Auf Grund ihrer groBen d6kologischen Valenz erweist sich Nitz-_ 
schia palea als besonders geeignet fiir den Ubergang von der bentho-— 
nischen zur planktonischen Lebensweise. Da sie in der Natur nicht als 
echter Plankter auftritt ist zweifellos lediglich auf ihr eine Kleinig- 
keit zu hohes spezifisches Gewicht mintickantiiirer, Es ist jedoch von 
Interesse, daB in der Gattung Niteschia neben etlichen reinen Grund- 
und Bodenformen bereits eine gréBere Anzahl echter Plankter vor- 
kommt, sodaB diese Gattung anmittelbar die Y ETRE HICAGrOR Stadie 
€ iner matirichen Planktongenese vor Augen fiihrt. +h 
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(Aus dem Institut fiir Mikrobiologie der Universitit Gottingen.) 


Uber das Vorkommen verschiedener Rassen 
von Aspergillus niger van Tiegh. im Boden.’ 


Von 
I. Perers und A. Ripret-BaLpes. 


Mit 2 Textabbildungen. 
Ceolaenandan am 5.Januar 1948.) 


‘ Frithere Untersuchungen des einen von uns? hatten ergeben, dab 
Aspergillus niger van Tiegh. innerhalb Deutschlands im Siiden hiufiger 
ist als im Norden. Dazu hatte’ sich aus einigen tropischen Béden eine 
Rasse ergeben, die bei héherer Temperatur nur Sklerotien bildet, keine 
Konidien, bei niederer Temperatur das umgekehrte Verhalten zeigt. 
Auch war aufgefallen, daf in tropischen und gewissen siiddeutschen 
Bodden eine Rasse vorherrschte, die sich durch besonders iippige Bil- 
@ung von Konidien von sehr dunkler Farbe, bei diinner Myceldecke 
auszeichnet. Daraus ergab sich die Fragestellung, welche Rassen mor- 
phologischer und piysiologischer Art in einheimischen Boden vorhand- 
den seien. 

Die Methodik war die gleiche, wie sie bei den friiheren Uintarsuchunves 1 
benutzt wurde, nimlich Verwendung der elektiven Tannin-Nihrlésung: 20 °%/o 
Tannin, 0,5°/o Rohrzucker (um das Anwachsen etwas zu hawel louie ei: 
1°%/o (NH) 80y, 0.25 °/o KHsPO4, 0.125°/ MgSO4, 0.005%o ZnSO4.° 25 ccm 
Na&hrlésung in 100er Erlenmeyerkélbchen. Temperatur 27° C. Beobachtungs- 
zeit, wenn “nicht anders angegeben, 23 Tage. Die Bodenproben vom Lutter- 
tal ‘(s. spiter) wurden mit einem Glasréhrchen steril entnommen und in 
trocken sterilisierte Kélbchen gebracht; im Institut wurde die sterile Nahr- 
lésung hinzugefiigt. Dureh Markierang des Glasréhrehens konnte je etwa 
1g Boden entnommen werden. Von ‘den tibrigen Bodenproben wurde je 
1g in die Kélbchen mit der Nahrlésung mora olit. 


Mikravertcihing des Pilzes. 


Zunichst interessierte uns die Mikroverteilung des Pilzes, die auf einem 
steinigen Steilhang des Luttertales bei Gottingen (linke Talseite unmittelbar 
cberhalb von Hoffmannshof) festgestellt wurde. Der Hang besteht aus mitt- 
lerem Muschelkalk, besitzt Nord-Ost-Lage und war seit 3 Jahren nicht land- 
wirtschaftlich genutzt. Er trug eine geschlossene Grasnarbe und diente vor- 
her als Schafweide. Es handelt sich also mehr oder weniger um einen Na- 


1 Auszug aus der Dissertation: Inse Prerrrs: Untersuchung tiber die na- 
tiirliche Verbreitung und die Eigenschaften der verschiedenartigen St&imme 
von Aspergillus niger. Dissertation Géttingen, mathematisch- naturwissen- 
schaftliche Fakultaét, 1946. 

2 A, RippeL: Diese Zeitschr. 11, 1, 1940. 
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turboden, soweit ein solcher bei uns noch zu finden ist. Auf einer Fluché 
von 150m Breite und 50m Hoéhe wurden im Netzabstand von je 10m ie 
2 Proben entnommen. In der Mitte dieser Flaiche wurde weiterhin ei 

Quadrat von 10m Seitenlinge abgesteckt, und dort wurden in je 1m Net . 


Abb. 1. Mikroverteilung von Aspergillus niger. Quadrat von 

1 m Seitenlange; Abstand der Punkte je 10 cm. Die Nummern 5 4 

bedeuten die Einzelproben. Ein @ bedeutet Probeentnahme 

ohne Pilzwachstum. Ein x bedeutet Entwicklung nur in 1 der 

beiden Parallelkulturen, ein @ Entwicklung in beiden. Die — : 

Punkte der Probenahme sind von links nach rechts etna et | 
abstand in gleicher Weise je 2 Proben entnommen. Endlich wurde in der 
Mitte dieser 10-m-Fliche ein Quadrat von 1m Seitenliinge abgesteckt, in de 
im Netzabstand von je 10cm die Proben in gleicher Weise entzaomme 
wurden. 

Es ergab sich dabei, daB der Pilz in kleineren Nestern regellos 
verteilt ist; als Beispiel ist in Abb. 1 die Verteilung in der kleinsten 
Fliche von 1m Seitenlinge gegeben, in der also die Proben im Netz- 
abstand von je 10cem entnommen waren. Dort wire ein Zusammen- 
hang der bei den Punkten 33, 43, 54, 55, 56 gefundenen Stiimme denk 
bar. Aber nur 33, 43, 44 stimmten in ihren morphologischen Merk 
malen tiberein (mifige Sporulation, reichliche Sklerotienbildung), wiih 
rend 54 und die eine Parallelprobe von 55 ganz anders aussahen (gute 
Sporulation, mit sehr zarten Konidien, keine Sklerotien) und endlie 
die 2. Parallele von 55 wieder einen anderen Typus zeigte. pase 
geht hervor, daf im Boden zusammenhiingendes Mycel einer Rasse nur 
eine Ausdehnung von etwa 15cm hat. Die Verteilung des Pilzes aul 
den gréBeren Probeflichen zeigte das gleiche unregelmiBige Bild, will 
es von der kleinsten Fliiche geschildert wurde. 


Morphologische Rassen. 
Aus den eben mitgeteilten Beobachtungen hat sich schon ergeben, 
daB lokal verschiedene Rassen des Pilzes vorkommen kénnen, sogar 
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n den Parallelproben von der gleichen Stelle. Sogar in einem Kolben 
ntwickelten sich aus dem 1g eingeimpften Bodens in einigen Fillen 
is zu 3 verschiedene Mycelien. Es erscheint zwecklos, alle Einzel- 
ieiten zu beschreiben. Als wesentlichstes ergab sich folgendes: in Stid- 
leutschland, vornehmlich in typischen Trockenrasen (Kaiserstuhl bei 
reiburg, Tiibingen, schwiibische Alb bei Beuron, Garchinger Heide bei 
ftinchen) herrscht die eingangs erwiihnte Form vor mit diinner, leicht 
efalteter Decke, die von dicht stehenden ruBschwarzen Konidien be- 
eckt ist und kein wolliges Luftmycel zeigt. Derartige Kulturen er- 
gaben sich auch aus Béden von Prag, vom Dnjestr, aus Ungarn und 
aus Dalmatien, ganz ausgesprochen aber aus tropischen Biden (Java, 
Ost- und Westafrika, Mittelamerika). Z.B. ist in den Protokollen aus- 
driicklich vermerkt, da& Kulturen aus Tiibingen genau so aussahen 
wie solche aus Java. Man kann diese Form also als eine stidliche Form 
lansprechen, wobei noch unbestimmt bleibt, welche Bedingungen fiir 
idas Vorherrschen entscheidend sind, Wiarme, Trockenheit oder ein an- 
derer Faktor. Auf die Sklerotienbildung wird gleich noch zuriickzu- 
kommen sein. 

Ganz anders sehen die Stémme aus, die vorwiegend in Siiddeutsch- 
land in W&ldern und in hoéheren Lagen, namentlich in Rohhumus- 
béden, sowie in Mittel- und Norddeutschland auftreten: Das Mycel ist 
hier stark gefaltet und nur inselhaft mit Sporen besetzt; dazu tritt 
weibes oder briunliches Luftmycel, teilweise in starker Ausbildung, 
auf. Am besten werden die Verhaltnisse durch die Abb. 2 erlautert, die 


RCS 


Abb. 2. Aspergillus niger: Links Kultur vom Kaiserstuhl, rechts vom 
Brocken; beide auf Tannin-Nahrlosung. 
links eine Kultur vom Kaiserstuhl, rechts eine solche vom Brocken 
zeigt. 
Ein Fall sei noch erwihnt: Auf einer Tannin-Kultur einer Probe 
; : aA sete et 
des Luttertals erschien in sporenbesetztem Mycel ein sporenloser Sek 
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tor mit wattigem, graubraunem Luftmycel. Bei Weiterimpfung blieb 
dieser ,,Mycelstamm® konstant. Er zeichnete sich unter den Neuisolie 
rungen durch besonders geringe Bildung von Oxalséure aus (verge) 
Tab. Il unter der Bezeichnung 71 bx (!)) 

Besonderes Interesse bot das Anftreten yon ,,Sklerotien-Stimmen™ 
wie sie vordem nur aus den Tropen bekannt waren*, Von 25 mit j¢ 
1¢ einer Bodenprobe vom Wilseder Berg (Liineburger Heide) geimpf 
ten Kolben ergaben 16 Entwicklung einer einheitlichen Rasse, derer 
Mycel bereits am 1. Tage des Auftretens mit kleinen weifen Knétcher 
bedeckt war, die sich spiiter zu dicht stehenden, oft zu 3 miteinande: 
verwachsenen Sklerotien entwickelten. Ebenso wurden vom Lutterta: 
einige Stiimme mit reiner Sklerotienbildung isoliert. Unter ,,SA/erotien' 
Stdmmen* sind dabei soleche zu verstehen, deren Decke mit Sklerotier 
iibersit ist, bei vélliger oder doch fast vélliger Zuriickdringung de: 
Sporenbildung. Vereinzelte Sklerotien finden sich dagegen haufig. De: 
Anteil der Sklerotienmasse am Mycel kann bei den Sklerotienstémmer 
sehr hoch sein und betrug z. B. ineinem Falle (Wilsede, Normaliésung* 
279 C) 83%. 

Bemerkenswert ist nun, dafi die Luttertalstimme nach 4-malige? 
Uberimpfung auf Wiirzeschrigagar die Fahigkeit zur Sklerotienbildung 
véllig verloren, wiihrend die Wilseder Stiimme nach 2 Jahren und eit 
friiher beschriebener tropischer Stamm noch nach 8 Jahren diese Fahig’ 
keit unverindert zeigten, beide bei gleicher Uberimpfung auf Wiirze' 
schriigagar. Dabei sei noch erwihnt, daB dieser tropische Stamm, Endé 
Februar 1944 in den Garten des Instituts an markierter Stelle einge' 
bracht (wobei natiirlich eigens darauf gepriift war, daB in diesem Bo: 
den keine Sklerotien-Stiimme, wohl aber Konidien-Stiimme vorhander 
waren), sich im Laufe von 22 Wochen etwa 8 cm im Boden ausgebreite® 
hatte. Eine weitere Priifung Ende Marz 1948 ergab immer noch das 
Vorhandensein dieses Pilzstammes, der also iiber 4 Jakre im Boden 
lebend geblieben war, eine Zeit, in die der abnorm kalte Winter 1946/4% 
fiel. Damals betrug die tagliche Lufttemperatur vom 25. Januar bis 
21. Februar 1947 im Minimum — 7.0 bis — 19.0° C, meist unter —- 10.0% 
Die tigliche Maximaltemperatur bewegte sich zwischen — 1.9 un¢ 
— 8.09 C, blieb also immer unter 0% Dieser tropiscie Stamm zeigté 
also ein crstaunliches Anpassungsvermégen an Kite. 

Jedoch zeigte der oben erwiihnte einheimische Wilseder-Stamm al: 
Temperaturminimum fiir die Sklerotienbildung, die ja durch hoéhere 
Temperatur begiinstigt bzw. erst erméglicht wird5, 21° C, wihrend es 
fiir den tropischen Stamm sich zu 269 C ergab, In dieser Kigenschaft 
spiegelt sich also die Anpassung an die natiirlichen klimatischen Be 
dingungen noch deutlich wieder. 


_ * Siehe Abbildung 91, 8.254 bei A. RippeL-Bapes: GrunariB der Mikro. 
biologie. Springer- Verlag, Berlin und Gottingen. 1947. } 

* Normallésung: 10° Rohrzucker, 1.29 0/5 NaNOs, 0.25 °7/o KHe POs 
0.125 °%o MgSOs, 0.005°%o ZnSO. Dest. Wasser. Anfangs-pu-Wert 4.5. 

5 Vergl. A. Riper, 1. e. 
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Physiologische Rassen. 

Im Gegensatz zur morphologischen Erscheinung, die wenigstens 
eine gewisse Standortbeziehung ergeben hatte, war ‘wider Erwarten 
€ine solche in physiologischer Hinsicht nicht nachzuweisen, wie. Ver- 
Suche tiber die Bildung von Zitronen- und Oxalsiiure zeigten. Insbeson- 
dere hoben sich die morphologisch typischen Siid- Stamme (Kaiserstuhl 
usw.) in keiner Weise unter den anderen hervor. Auch bestand keine 
durchgreifende Beziehung zwischen der Menge der beiden von einem 
Stamm gebildeten Siuren, obwohl Tabelle II zeigt, da& etwa in der 
Hialfte der Falle gute Zitronensiurebildner auch gute Oxalsiurebildner 
‘sind und _ schlechte _Zitronensaurebildner auch schlechte Oxalsiure- 
{ bildner. 

Offenbar sind die Ursachen des Verlaufs der Saiurebildung zu kom- 
| plex, um von dieser Fragestellung aus erfaBt werden zu kénnen, Eine 
bemerkenswerte Tatsache ergab sich indessen mit aller Deutlichkeit. 
Indem zur Untersuchung eine Reihe von Stémmen herangezogen wurde, 
die vor 8 Jahren isoliert und seitdem im Institut aus Wiirzeschrigagar 
weiter gezogen worden waren, zeigte sich, da8 die Siurebildung der 
-Stimme im Laufe der Jahre zuriickgegangen war, eine in der Technik 
-allgemein bekannte Erscheinung ®, die hier aber faBbarer nachzuweisen 
war. Im iibrigen sei bemerkt, daB die physiologischen und morphologi- 
-schen Eigenschaften der neu isolierten St&émme sich wiéhrend einer 
etwa 2 Jahre dauernden Kulturzeit noch nicht geandert hatten, bis auf 
den oben erwdhnien Fall der Sklerotienbildung. . 
Zum Vergleich wurden 15 altisolierte und 35 neuisolierte Stdmme 
herangezogen, an denen in der oben angegebenen Normallésung (40 ccm 
in 100er Erlenmeyerkélbchen, 27° C)7 die Bildung von Zitronen- und 
Oxalsiure, jeweils nach 10, 12, 14 und 30 Tagen untersucht wurde. 
| Wegen der standigen Verandérung der Siurewerte wihrend der Kultur- 
 dauer ist ein solcher Vergleich nicht einfach. Bei den in Tabelle I an- 
'gezogenen Zahlen wurde folgender Weg eingeschlagen: Ks wurden fiir 
-jedes Wachstumsstadium und jede Sdure die jeweils 10 schlechtesten 
‘und besten Stiimme aufgenommen, bei 4 Wachstumsstadien und 2 Sidu- 
ren ergibt sich also die Zahl 10 fal 4 mal 2 = 80. Man sieht, da die 
“maximalen Siiurewerte véllig auf Seiten der Neuisolierungen liegen 
(76 gegen nur 4 bei den Institutsstimmen). Bei den Niedrigstwerten 
verwischen sich die Verhiltnisse etwas, wie verstindlich ist. Immerhin 
-stehen umgekehrt die Institutsstimme mit 49 erheblich tiber den Neu- 
isolierungen mit 31. Beriicksichtigt man, da etwas mehr als das Dop- 
_pelte von Neuisolierungen untersucht eam im Vergleich zu den Insti- 
tutsstimmen (35 gegen 15), so wiirden die Verhaltnisse, bei gleicher 
‘Zahl, zweifellos fiir die Niedrigstwerte noch erheblich klarer werden 
miissen, da der / iteil der Neuisolierungen steigen miiBte, wahrend fiir 


as W. Scuwartz und H.Lane: Diese Zeitschr. 5, 387, 1934; T. Panny: 


Ebenda 7, 206, 1936. 
| 7 Alle angegebenen Werte beziehen sich auf diese Temperatur; bei ver- 
a4nderter Temperatur dindern sie sich natiirlich. 
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Niedrigste Saurebildung 


Institutsstamme 7 7 6 7 5 
Neuisolierungen 3 3.1. 4 3 5 
Héchste Saurebildung 


Institutsstamme 1 1 0 0 i! 
Neuisolierungen ) 9 LOMA 10.4179 


Zitr. = Zitronensdure; Ox. = Oxalsdure. 


die Hichstwerte, nach obigen Zahlen, keine besondere Verschiebung 
erwarten ware. 

In Tabelle II sind tatsichlich erzielte Siurewerte aisuebanm 
stellen das Mittel aus den 4 Wachstumsstadien fiir jeden Stamm d 
und zwar sind wiederum die jeweils 10 Stimme mit niedrigster 
héchster Siiurebildung genommen. Auch diese Zahlen zeigen das gleiche 
Bild, wie es eben besprochen wurde, und es brauchen keine weitere 
Ausfiihrungen dazu gegeben zu werden. Die Neuisolierungen sinc 
durch ein + gekennzeichnet. Wie man sieht, sind sie, bis auf den 
Stamm Géttingen ,,Alt“ fiir Zitronensdure, quantitativ als kriftigstd 
Sadurebildner vertreten. Umgekehrt erscheinen sie unter den niece 
Siiurebildnern nur als der oben erwihnte ,,Mycelstamm, 71 bx ( !) 
Oxalsiure und 2 Stiimme, 42ax und 12 bx, fiir Zitronensiure; al 
diese beiden Stiimme stehen in ihrer Gruppe wieder als beste Zitroneni 
siurebildner. Wiirde man die Gegeniiberstellung von je 10 auf je 14 
Stiimme erhéhen, so wiirde das Bild das gleiche bleiben: Bei der 
Héchstwerten erscheint dann kein Stamm der Alt-Isolierungen, wih 
rend fiir die Niedrigstwerte 2 Neu-Isolierungen fiir Zitronensiure une 
1 fiir Oxalsiiure hinzukiimen. Die in der Tabelle ebenfalls angegebener 
pu-Werte runden das Bild ab. Dabei, wurde der Wert fiir das letati 
Wachstumsstadium angegeben. 

Endlich gibt Tabelle III eine letzte Ubersicht, in der oben & 
Durchschnittswerte der Niedrigst- und Héchstwerte aus Tabelle II, um 
ten die Gesamtdurchschnittswerte aus allen Wachstumsstadien der alte 
Institutsstimme und der Neuisolierungen angegeben sind. Wie man sieht 
treten auch hier alle gekennzeichneten Unterschiede mit der Uberlegem 
heit der Neuisolierungen in der Siurebildung hervor. Da® der Unter 
schied zwischen Niedrigst- und Héchstwerten (in der Tabelle III ii 
o ausgedriickt) stirker ist als zwischen Alt- und Neu- -Isolierunge! 
bei deren Gesamtdurchschnitt, ist natiirlich verstiindlich. 

Aber die verchiedenartige Betrachtung der gewonnenen Zahle: 
zeigt, daB es sich um eine tatsichlich vorhandene Erscheinung han 
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1: Tabelle Il. Sdiwre-Mittelwert aus den 4 Wachstumsstadien der jeweils 10 Stdmme 


mit niedrigster wnd hédchster Sdurebildung von Aspergillus niger. 


ee a 


Stamm 


a 


441 
51 


55 


' Gottingen ,,Neu | 


178 


—_ 


168 


321 
44q 
+ 42ax 


+ 12bx 


+ 60b xxx 
+ Brocken 
+ 74ba 
Gottingen ,, Alt 
+ Pfalz 
+ 39 an 
= 86a 20 
+ Mecklenburg 
au Salewedel * 
+ Burkenfeld 


Dy Wert eo eka Stamm Py ere Oxalsiure 
Niedrigstwerte 

6,4 60,4 55 91 -) 1849 
7,5 61,3 Gottingen ,, All 7,1 305,0 
9.1 73,7 178 7,0 312,3 
7,6 Wha Wego 8,0 332.8 
7,0 108,0 51 5 337,0 
6,9 124.4 168 6,9 352,0 
8,1 '140,3 52. 6,7 358,0 
7,1 142.9 321 8,1 370,8 
6,8 143,1 441 6,4 375,0 
3,7 154.3 44B1 6,4. | 389,8 
. ’ Hochstwerte 
3,8 497,3 + Brocken 3,9 | 949,1 
RO 462,8 + Prag : 3,7 | 866,1 
6,5 396,5 + Edendorf 3)3. | 855.2 
10, 376,8 + 71b2 48 |  853;8 
49 376,7 + Mecklenburg 4,0 845,38 
3,8 373,5 || + Salewedel | 3,4. | 826,6 
6,8 Bo1 Oma EN ate LOr ee 3,9 "| 798,0 
4,0 330,1 + 41ax 41 | 783,38 
3.4 30,7 + 39b xa SiS UelyO 

43. | 830,72 | + 80 b ame Sey ay 


Ein -+- bedeutet Neuisolierungen. Unterstrichene, Zahlen: Die betreffenden Stamme haben 
Niedrigst- bzw. Hochstwerte fiir beide Sauren. Stamm 71bz (!) ist der oben erwahnte ,,Mycel- 


stamm*. 


delt. Hierzu sei noch auf folgende Beobachtung hingewiesen: Die bei- 


den alten Instituts-Stimme ,,G0ttingen Alt“ und Gottingen Neu unter- 
schieden sich in friiheren Untersuchungen von Besr® in der Hinsicht, 
_da8 der Stamm ,,Alt“ in Nitrat-Nihrlésung ,,neutrale Autolyse™ zeigte, 


dh. nach einiger Zeit war der pu-Wert auf 6.7 gestiegen, und die Nahr- 


-lésung war schwarzbraun verfirbt. Bei Stamm ,,Neu“ hingegen wurde 


nur ein pH-Wert von 3.3 erzielt, und die Nahrlosung farbte sich ledig- 
lich gelblich. Die Ursache war bei Stamm ,,Neu“ die starke Bildung 
von Oxalsiiure, die offenbar nicht verarbeitet wurde. Bei den vor- 


_liegenden Untersuchungen wurde jedoch auch bei diesem Stamm die 


Nahrlésung braun, der pu-Wert stieg bei beiden Stémmen auf etwas 


8 G. Brur: Diese Zeitschr. 1, 418, 1930. 
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Tabelle III. Durchschnittliche Sturewerte. 


Hochstwerte 
Zitronensaure - Oxalsaure \ 


Niedrigstwerte 


_| Zitronensaure | Oxalsaure~ 


re. 


Von je 10 Niedrigst- und 


Hoéchstwerten 108,5 3318 || 382,9 | 8308. | 
Niedrigstwerte in % der 

Héchstwerte — 28,4 39,9 

| Altisolierungen Neuisolierungen 

Ce oe aller : , 

Werte 154,3 407,1 -260,5 633,9 
Altisolierungen in % der 

Neuisolierungen 59,2 64,2 | 


iiber 7 (7.1 fiir ,,Al¢“, 7.6 fiir ,,.Neu). Aber auch jetzt noch bildete: 
Stamm ,,Neu“ mehr als doppelt so viel Oxalsaure verglichen mit Stamm 
Alt“, hatte diese Eigenschaft also noch bis zu einem gewissen Grade: 
beibehalten. ; 

Es scheint, daB der Riickgang der Saurebildung in Kultur sic L 
stirker auf die Zitronensiiure erstreckt als auf die Oxalsiure, wie die: 
%igen Zahlen der Tabelle II zeigen. Immerhin miibte dieser Vorgang: 
aber noch genauer verfolgt werden. Auch iiber die Ursachen des Saure-. 
riickgangs kann in diesem Zusammenhang natiirlich nichts ausges 
werden. 


Zur Gewinnung geeigneter Zitronensiiure-Stimme fiir die Technik 
ergibt sich schlieBlich noch eine einfache Methodik: Mit Hilfe der oben 
beschriebenen Tannin-Elektivkultur lassen sich jederzeit aus ae | 
Aspergillus niger-Stimme in kiirzester Zeit isolieren, von denen d 
mit bester Zitronensiurebildung ausgewihlt werden kénnen. Fiir den 
T'ang des Pilzes ist man also von der zufalligen Auffindung auf belieb: 
gen anderen Niahrbéden, mit der massenhaften Entwicklung mt 
Pilze, véllig unabhingig. 

4 
| 


Zusammenfassung. 


In Stiddeutschland, namentlich in Trockenrasen, bis zu den Tropen 
ist eine Rasse von Asper gillus niger verbreitet, die sich durch diinne, 
leicht gewellte Myceldecken mit sehr reichlicher Sporenbildung aus- 
zeichnet, waihrend dort in héheren Lagen, in Wildern sowie in Mittel- 
und Norddeutschland Formen auftreten, bei denen die Sporenbildung 
liickenhaft ist und Luftmycel mehr oder weniger stark in Erscheinung 
tritt. f 

In Deutschland aufgefundene, vorher nur aus.den Tropen bekannte 
reine Sklerotien-Stiimme verloren die Eigenschaft der Sklerotienbildung 
entweder nach wenigen Uberimpfungen oder zeigten ein niedrigeres 
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Temperaturminimum fiir die Bildung der Sklerotien als die tropischen 
Sklerotienbildner. 
; Unterschiede in der Saéurebildung nach der Herkunft der Staéimme 
-ergaben sich nicht. Doch unterschieden sich Neuisolierungen aus Bo- 
‘den durch héhere Siurebildung von seit Jahren im Institut gehaltenen 
‘Kulturen, die offenbar einen Riickgang in dieser Fahigkeit erfuhren. 
Auf die Niitzlichkeit der Tannin-Elektivkultur zur schnellen Ge- 
-winnung von Aspergillus niger-Stammen und zur Auswahl gecigneter 
-Zitronensaurebildner fiir die Technik wird hingewiesen. 
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(Aus den Botanischen Anstalten in Géttingen.) . 


Uber niedere Bodenphycomyceten. 


Von 


ELLEN Remy. - 
Mit 6 Textabbildungen. 


( Eingegangen am 10. Januar 1948.) 


| 


Nicht wenige der niedersten Phycomyceten sind seit ihrer Entdeckung 
kaum wiedergefunden worden, Harper kam daher auf den Godankell 
da® sie vielleicht in den Tropen, die naturgemaB noch weniger ia 
forscht sind als die Gebiete mit gemifigtem Klima, haufiger sein kénnten. . 
Er hat deshalb auf einer Reise nach Westindien zahlreiche Erdproben: 
gesammelt und augerdem Angehérige der Handelsmarine veranlaBt, 
eieithes in anderen tropischen Gebieten zu tun. Das gesamte Material! 
hat er durch Sércex untersuchen lassen, wobei S6RGEL (1941) zahlreiche : 
niedere Phycomyceten aus den Bodenproben herauskultivieren konnte. 
Die guten Erfolge Sércers gaben den Anlafi, nun auch an deutschen: 
Biden systematische Untersuchungen tiber die Phycomycetenflora anzu- 
stellen und zu priifen, ob sich im Auftreten und in der Verteilung dex 
einzelnen Gattungen, besonders der niederen, friiher vielfach als be- 
' sonders selten angesehenen Formen, eventuell ein dihnliches Bild wie bei 
den tropischen Béden ergibt. Das ist das Hauptziel der vorliegenden. 
Arbeit. Daneben soll iiber einige Laboratoriumsversuche mit den iso- 
lierten Pilzen iiber ihre Resistenz gegen Aufenfaktoren berichtet werden.. 


I. Methodik. | { 


Fiir die systematischen Untersuchungen aaraie insgesamt 144 Erd- 
proben aus verschiedenen Gegenden Deutschlands_ beschafft. 
Die Erdproben wurden in Gl lasréhrchen, die mit einem paraffinierten Kork- 
stopfen verschlossen waren, cesammelt, und zwar erfolgte die Entnahme 
stets von der Erdoberfliiche, da tiefere Bodenschichten bei Sércrn keine 
Unterschiede in ihrem Pilzvorkommen zeigten. Nach dem Einsammeln der 
Proben wurden diese sogleich im Laboratorium mehrmals (meist vier- 
mal) angesetzt (s. unten), und diese Ansiitze nach gewissen Zeitabstiinden 
noch zweimal wiederholt, so dafi meist 12 Ansiitze von jeder Probe vorge- 
nommen wurden, So wurde z.B. eine Probe am 15, IX. 44, am 8.1.45 und 
am 17.11.45 jedesmal viermal angesetzt. Die Untersuchungen erstreckten 


sich wegen der Menge des Materiaie meist zwangsweise auf diese Zeit- 
abstinde: ; 
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d vAngesetzt\ wurden die Erden folgendermaSen: Ungefiihr 1. ccm aus 
jeder Probe wurde in eine sterile Petrischale gebracht und mit abgekochtem 
Leitungswasser iibergossen, so da®B sich eine etwa 1cm hohe Wasserschicht 
tiber der Erde befand. Mit einem Spatel, der jedesmal kurz abgeflammt 
# wurde, wurde die Erde mit dem Wasser gut verriihrt. In das Wasser wurden 
1 Kéder gelegt, auf denen sich die Pilze ansiedeln sollten. Als Kéder dienten: 
abgetétete Stubenfliegen, Hanfsamen, Grasstiickchen, Strohstiickchen und 
Ameisenpuppen; sie alle wurden vor dem Kinbringen in die Petrischale im 
Dampftopf sterilisiert. AuBerdem wurden sterilisierte und auch lebende 
Pollenkérner von Pinus verwendet; letztere wurden erst relativ spit als 
7 giinstige Objekte zum Einfangen von Chytridiaceen, vor allem Rhizophidium 
j pollinis, erkannt, so da® leider nicht bei simtlichen Ansitzen Pinuspollen 
4 verwendet wurde. 

‘Mit .den verschiedenen Kédern gelingt es unschwer, eine Reihe von 
niederen Phycomyceten aus dem Erdboden zu isolieren, wenn auch wohl 
nicht alle Arten wirklich restlos mit ihnen erfa&t werden; denn es diirfte 
wohl bestimmt Formen geben, die nicht ohne weiteres die ausgestreuten 
Koder befallen. Man wird daher immer wieder versuchen miissen, noch 

weitere giinstige Kéder zum Einfangen der niederen Phycomyceten zu 
finden. Es wurden auch noch verschiedene Objekte ausprobiert, wie Blatt- 
stiickchen, kleine Zweigstiicke und verschiedene Maden, jedoch waren sie 
nicht besser geeignet als die anderen; es wurden auf ihnen auch immer nur 
' die gleichen Gattungen gefunden wie auf den anderen K6édern. 


Die Schalen standen bei Zimmertemperatur auf einem Tisch im 
Hintergrund des Arbeitsraumes, um eine stirkere Algenentwicklung még- 
_lichst zu verhindern. Héhere Temperaturen, die fiir die Schnelligkeit des 
Pilzwachstums wohl giinstiger gewesen wiiren (vgl. unten 8.230), verur- 
_sachten eine ziemlich starke Bakterienentwicklung: Da es bei diesen Unter- 
suchungen lediglich darauf ankam, die Pilze iiberhaupt aus der Erde heraus- 
zukultivieren, war Zimmertemperatur hierzu am besten geeignet. 

Schon nach wenigen Tagen waren die ersten zarten Rasen von Pythiwm 
und von Saprolegniaceen sichtbar, auch Mucoraceen entwickelten sich ziem- 
' lich rasch. Formen wie Nowakowskiella, Rhizophlyctis und Rhizophidium 
- konnte man deutlich erst nach 6—8 Tagen erkennen. Die Schalen wurden 
- etwa 2—4 Wochen lang beobachtet; meist traten aber bereits nach 14 Tagen 
- auBer héheren Pilzen keine neuen Formen mehr auf. Das Ansetzen des Proben 

in Petrischalen ist deshalb praktisch, weil es ein direktes Beobachten der 
Objekte unter dem Mikroskop gestattet. Blindproben, bei denen Petrischalen 
offen im Raum stehen gelassen wurden, zeigten niemals Pilzentwicklung; 
-man kann die Schalen daher unbedenklich in ge6ffnetem Zustand durch- 
_ mikroskopieren. Zum genauen Bestimmen wurden die Pilze dann allerdings 
-auf den Objekttriger tibertragen. 
Die Bestimmung beschrinkte sich meist auf die Feststellung der 
Gattungen. Zur Erkennung der Arten fehlte leider oft die daftir notwendige 
Literatur. Die Pilze wurden nach WinTeER (1892), von Minpen (1915), Frrz- 
 paTRIK (1980) und Coker (1928) bestimmt. Das Buch von SPARROW (1948), 
in dem auch die in neuerer Zeit gefundenen Arten enthalten sind, wurde mir 
leider erst nach Abschlu8 des experimentellen Teils der Arbeit zuganglich. 

Fir die physiologischen Versuche war es notwendig, die Pilze in art- 
reine Kultur zu bringen. Das gelang bei einer Anzahl von ihnen ver- 
hiltnismiBig leicht durch Abfangen von Zoosporen (vel. Coucu 1939). So 
wurde bei Rhizophidiwm pollinis ein mit dem Pilz bewachsenes Pinus-Pollen- 
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korn in einen hingenden Tropfen iibertragen, wo der Pilz bald Schwarm 
bildete. Die Schwirmer wurden mit einer Kapillare in eine neue Schale D 
sterilisiertem Leitungswasser und frischen Pollen iibertragen. Wiede1 
man diesen Vorgang mehrmals, so hat man mit Sicherheit eine art 
Kultur des Pilzes. Rhizophlyctis rosea befand sich in unseren Kulturen me 
an Grasstiickchen, Nowakowskiella elegans meist an Strohstiickchen; au 
bei ihnen wurde einfach unter dem Mikroskop ein Teil aus dem Gras- bzw. 
Strohstiick, auf dem ein Sporangium des Pilzes wuchs, abprapariert, in ein 
hingenden Tropfen gebracht, und die sich bildenden Schwarmer wieder ab- 
gefangen und iibertragen. Allomyces, Thraustotheka, Dictyuchus, Sapro 
legnia, Aphanomyces und Pythium wurden mit ihren Traghyphen vom Ver- 
band des Mycelrasens abgelést und so in einem hangenden Tropfen zum 
Ausschwirmen gebracht. Fiir diese Gattungen dienten Hanfsamen uné 
Ameisenpuppen als Kéder. Die Bildung von Zoosporen gelingt bei all diesen 
Pilzen leicht, wenn man sie in frisches Wasser iibertrigt. 


II. Systematik der isolierten Pilze. 
Es wurden isoliert aus den Ordnungen der: 


Chytridiales: Saprolegniales: 
Woroniaceae: _ Saprolegniaceae: 
Pseudolpidium T hraustotheka 
Olpidium Dictyuchus 
Pleolpidium Brevilegnia 
Rhizophidium Saprolegnia 
Rhizophlyctis Achlya 
Cladochytriaceae: Aphanomyces 
Cladochytrium Peronosporales: 
N wit Ricci Pythiaceae: 
Blastocladiales: Pythium 
Blastocladiaceae: Pythiomorpha 
Allomyces : 


und auBerdem noch Mucoraceen und hohere Pilze mit septierten Mycelien 

Bei der Gattung Pseudolpidium handelte es sich meist um Pseudol- 
pidium gracile Butler und P. Pythii Butler, bei Pleolpidiwn meist un 
inflatum Butler, bei Rhizophidium um Rh. pollinis (Braun) Zopf, R 
carpophilum (Zopf) Fischer und eine wohl neue Art. Rhizophlyctis wa 
nur durch die Gattung Rh. rosea (de Bary und Woronin) Fischer ver 
treten, Nowakowskiella meist durch N. elegans (Nowak.) Schroeter, 
Cladochytrium durch Cl. tenue Nowakowski, Allomyces durch arbuscu- 
lus Ki. 1. Butler, Thraustotheka durch Th. clavata (de Bary) Humphr., 
Saprolegnia durch S. Thureti de Bary, Aphanomyces durch A. scaber 
de Bary, Pythium durch P. de Baryanwn Hesse, P. verans de Bary, 


P. torulosum Coker u. Patterson, P. megalacanthum de Bary. é 
Ill. Ergebnisse der Standortsuntersuchungen. ; 
1. Die Anzahl der Gattungen in den Erden. i 


q 


Tn fast simtlichen Erdproben kamen Phycomyceten vor, Im allge- 
meinen fanden sich in ihnen mehrere Gattungen gleichzeitig, dazu Mu- 


: 
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coraceen und Pilze mit septierten Mycelien, die auch sehr oft auftraten. 


Die Zahl der Pilzgattungen (auBer Mucoraceen und hdheren Pilzen) ist 


aus Abb.1 ersichtlich: am hiufigsten kamen 5 (in 84 von 144 Béden) 


-selten bis zu 10 Phycomyceten vor. 


Anzahl der Erdproben 
Ses So gk 


Ss 


Ss 


7 2 J 4 a 6 ig fom es 10 
Anzah/ der Phycomycerengantungen 
Ab. 1. Hiaufigkeit der Phycomycetengattungen in den einzelnen Erden. 


In nur 3 Erdproben waren gar keine Phycomyceten vorhanden; 2 davon 


stammten aus einem frisch vorgetriebenen Stollen, der 2m weit horizontal 
in den Wall des Botanischen Gartens in Gottingen gegraben worden war, um 


Luftschutzzwecken zu dienen; das Erdreich dariiber hatte eine Michtigkeit 


von 4m und war sehr kompakt. Diese beiden Proben konnten aller Voraus- 
-sicht nach, wegen ihrer groBen Entfernung von der Oberfliche kaum Phyco- 
_myceten enthalten. Erden mit 8 verschiedenen Gattungen waren schon sehr 
 selten, 9 bzw. 10 Gattungen wurden aus nur je einer Erde isoliert. Die Erde 
mit 9 Gattungen stammte aus Herrenalb/Schwarzwald, von einem Graben am 


Wegrand, po 6,5 (entnommen am 19.1X.44, vgl. unten 3c), und die mit 
10 Gattungen aus Lauenau/Deister von einem Zugang zu einer Viehweide, 


pu 6,9 (entnommen am 19, X. 44). 


2. Die allgemeine Hiufigkeit. | 
Die einzelnen Gattungen wurden durchaus nicht gleich oft gefunden, 


_ sondern ihre Haufigkeit war sehr verschieden (Abb. 2). : 


Die Gattung Pythiwn war am reichsten vertreten. Sie kam fast in 


_ jeder Erde vor (in 129 von 144 = 89°) und wird, wenn man mit der- 
artigen Untersuchungen beginnt, auch wohl immer zuerst entdeckt. 
_ Rhizophlyctis, die bereits von Sdércet als in Westindien weit verbreitet 


- bezeichnet wurde, ist auch in deutschen Bodden sehr hiufig (116 mal = 


- 80,5%). Auffallend ist, wie oft Rhizophidium isoliert werden konnte: 
65% der Erden enthielten diesen Pilz. Mit. einer Haufigkeit von 45 %e 


2 


“kann Nowakowskiella auch noch als recht verbreitet angesehen werden. 


 Eebenso diirfte Aphanomyces mindestens als ziemlich verbreitet genannt 
_werden, er trat immerhin in 20% der Erden auf. Dagegen war Allo-. 


myces in den von uns untersuchten Erden relativ selten; in den 144 Béden 


 fand er sich nur 5 mal. Auch Achlya und Pythiomorpha wurden in nur 
5 Erden festgestellt, und Dictyuchus, der seltenste von allen, fand sich 


~ nur 4 mal. 
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Die 16 verschiedenen isolierten Gattungen’ zeigten also einen recht 
eroBen Unterschied in ihrer Verbreitung. Neben Formen, die fast in: 
jeder Erdprobe vorkommen, finden sich andere, die duBerst selten sind. 

Bezieht man die Mucoraceen und héheren Pilze in diese Aufstellung nnit | 
ein, so schieben sich die Mucoraceen, die 139 mal isoliert wurden, noch vor 
Pythium, und die héheren Pilze stehen mit 118mal zwischen Pythium | 
Rhizophlyctis. 

Vergleicht man diese Zahlen mit der allgemeinen Haufigkeit, die sich aus | 
den 1615 gemachten Ansiitzen ergibt, so erhilt man eine annihernd parallel | 
laufende Kurve (Abb. 2 eestrichelte SUEYe- Von Rhizophidium kénnen | 


der Pilze in den 144 Erden, gestrichelte Kurve: allgemeine Haufigkeit der 
Pilze in den 1615 Ansatzen). 
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Abb. 2. Allgemeine Haufigkeit. (Ausgezogene Kurve; allgemeine Haufigkeit : 


diesem Zusammenhang keine Zahlen angegeben werden, da in den ersten. 
Ansitzen noch nicht Pinuspollen als Kéder dienten, und nachtriglich aus | 
Mangel an Material nur ein Ansatz je Erde gemacht werden konnte. 


3. Die verschiedenen Standorte. 
a) Flup-, Bach-, Teichufer. 


Die Proben wurden meist von teils bewachsenen, teils unbewachsenen 
Ufern dicht tiber dem Wasserspiegel entnommen, oder sie stammten 
aus einem zeitweise austrocknenden Bachbett. Es war zu erwarten, das | 


‘ 
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in diesen feuchten Formationen eine relativ reiche Phycomyceten- 
flora vorhanden sei. Tatsichlich war auch die Zahl der gefundenen. 
) Gattungen ziemlich hoch und ihr Auftreten in den verschiedenen An- 
sitzen haufig, wie die folgenden Beispiele zeigen: 
Herrenalb/Schwarzwald, ausgetrocknetes Bachbett in einem Wiesental,, 
sonnig, pu 5,4, (19. 1X. 44); 12 mal angesetzt: Rhizophidium pollinis 12 mal, 
Rhizophlyctis rosea 4 mal, Nowakowskiella 8 mal, Achlya 8 mal und Pythiwn 
7 mal gefunden. — Lauenau/Deister, schwach bewachsenes Ufer dicht an der 
Au, pu 6,8, (20. X. 44); 12 mal angesetzt: Rhizophidium pollinis 12 mal, Nowa- 
kowskiella 8 mal, Saprolegnia 1 mal, Aphanomyces 7 mal und Pythium 11 mal 
gefunden. — Géttingen, Botanischer Garten, Bachufer dicht am Wasser, 
unbewachsen, pH 6,1 (19.1. 45); 12mal angesetzt: Rhizophidium pollinis 
12mal, Rhizophlyctis 2 mal, Nowakowskiella 9mal, Thraustotheka 1 mal, 
Brevilegnia 3mal, Saprolegnia 4mal, Aphanomyces 5mal und Pythium 12 mal 
gefunden, 


Im ganzen wurden aus 21 Proben solcher Standorte, die 244 mal ange- 
setzt wurden, 14 der insgesamt gefundenen 16 Gattungen isoliert (Abb. 3). 
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Abb. 3. Haufigkeit der Pilze an FluB-, Bach- und Teichufern. Die Ordinate 
gibt die Prozentzahl der Erdproben an, in denen die Pilze auftraten. - 


Nur Olpidiwm und Allomyces fehlten. Pythiwn war am meisten ver- 
treten. Recht haufig war auch Rhizophidium, wahrend Rhizophlyctis 
hinter Nowakowskiella zuriickblieb. Letzterer Pilz ist, wie die Gesamt- 
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heit der Untersuchungen ergab, zusammen mit den verschiedenen Gat. 
tungen der Saprolegniaceen, besonders an feuchte Standorte gebunden, , 
wihrend Rhizophlyctis sie nicht bevorzugt. Mucoraceen und hohere } 
Pilze treten in diesen Gebieten nicht so hiufig auf (vgl. auch Tab.1). <4 


Tabellel. Hdufigkeit der Gattungen in Prozent der Ansdtze ~ 
der Erdproben verschiedener Standorte. ~ 1 ’ 


en een, -Y 


o ay } 5 =| 
s) ote) 32) a) apes 
5 S S z FS > Ss 54 . 
Pseudolpidium 2 we 2 4 1 se oh es mae 
‘ a |, 
Olpidium — “= — |} 2 3 2 -- 2 _ 
Pleolpidium 594 Lo Sele tag 8} .18) Je tes aoe 
—_ £ = a ! = oh 
| Rhizophidium 64 78 | 8 | 61 72 70 | .73 25 | 3878 
Rhizophlyectis 40 | 28 | 46|.68 | 70 | 50 | 99 | 44 | 508 
Nowakowskietla | 58 | 52 | 4] 11.| a1 | 92 | 72 | 10 | —@ 
2 : =. | 
Cladochytrium 1 3 —|; = — 4; — |} 1 _/ 
Allomyces _ = — V1 1 —|.2 as — : 
», ° - 
Thraustotheka 1 een — 2 — 4 oe = 9 
Dictyuchus 5 = ay ae ee ae 8 3 ma b> 7 
Brevilegnia Ayo 4 ES ese — BF Bae 3 ht se | en : 
Saprolegnia 12.3 2) — -- 2 8 32), a 
Achlya 10 |* 14 - Qs) Me = pale: == #2 
Aphanomyces 23 12 3 5 2 O41 14 Trt 1% 
unbest. Saprol. ae 3°) — — 1 i ee os as 
Pythiomorpha 1 —- |—- 1 ry — | 8 — oa 
Pythium 85 | 62 | 39 | 80 |‘ 72: |. /68 | 90 | 70 | 39 . 
Mucoraceen 45 | 45 | 79 | 52°! zo | 60 | 50.| 751° 70 
hohere Pilze 20 |. 22 | 33°| 88 | °38° | 40420] 41 | 40 


b) Kaum beriihrtes unkultiviertes Land. 


Kin vollkommen anderes Bild bietet die Vegetation der niederen 
Pilze in unkultiviertem Land (Abb. 4). Allerdings gibt es in Deutsch- 
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land nur wenig Gebiete, die nicht stindig von Menschenhand ange- 
gangen und verandert ericn so daBi es schwierig ist, Stellen zu finden, 
die vielleicht ein ungefihres Bild ziemlich urspriinglicher Pipveeco son 
vermitteln kénnten. Zur Erliuterung einige Standortsangaben: Osterode/ 
Harz, Nihe der Ruine, Flieder, Ahorn, pi 6; Hohensalzburg, Burghof, 
von hohen Mauern umgeben; pu 6,9; Veitshéchheim/Wiirzbure, Berg- 
hang, schwacher Grasbewuchs, einzelne Biische, px 6,5. Die Pilzausbeute 
war hier auferordentlich gering, nur 5Gattungen wurden aus den 
15 Erden bei 153 Ansiitzen isoliert, davon Aphanomyces und Brevi- 
legnia nur je einmal; sogar Nowakowskiella, die sonst an siimtlichen 
Standorten vorkam (vgl. Tabellel), fehlte hier. Hauptsiichlich waren 
Mucoraceen vorhanden, aber auch Rhizophlyctis war relativ hiufig. 
Daher ist nicht nur die Zahl der S&éulen in Abb. 4 klein sondern auch 
ihre Hohe ist gering. 
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Abb. 4, Haufigkeit der Pilze an kaum beriihrten und unkultivierten Standorten. 


c) Graben — Grabenrand. 


Uppigere Entwicklung, die der an den Flufufern sehr &hnelt, boten 
die Grabenriinder (Griben neben Wegen zur Zeit der Erdprobenent- 
nahme kein Wasser fiihrend, aber kaum oder gar nicht mit héheren Pflan- 
zen bewachsen; Rander von AbfluBgriben and iihnlichen Ortlichkeiten) ; 
es handelt sich also um feuchte Béden. 7 verschiedene Proben wurden 
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78 mal angesetzt. Die Hiiufigkeit der einzelnen Gattungen war abge- » 
sehen von Rhizophidium pollinis, der mit 78°%/o am stirksten vertreten | 
war, ziemlich die gleiche wie an Ufern (Tab.1). Besonders phycomy- - 
cetenreich war ein zur Zeit kein Wasser enthaltender Graben neben| 
einem Fahrweg am Rand eines Waldes bei Herrenalb/Schwarzwald, int 
dem 9 verschiedene Gattungen gefunden wurden (vgl. II,1 ), und zwar’ 
in 12 Ansiitzen Rhizophidium pollinis 12 mal, Rhizophlyctis rosea 12 mal, . 
Nowakowskiella 11 mal, Cladochytriwm 2mal, Thraustotheka 1 mal, , 
Saprolegnia 4mal, Achlya 12 mal, Aphanomyces 3mal und Pythium | 
2 mal. Der beste dieser Ansiitze hatte 7 Gattungen nebeneinander, nain-- 
lich Rhizophidium pollinis, Rhizophlyctis rosea, Nowakowskiella, Clado- - 
chytrium, Saprolegnia, Achlya wid. Pythium. Wenn eine quantitative : 
Erfassung mit unserer Methode auch nicht méglich ist, so gibt die) 
Summe der oben angefiihrten Zahlen doch eine gewisse Vorstellung von | 
der starken Anhiiufung der Phycomyceten auf kleinstem Raum (jeder ’ 
Ansatz enthielt etwa 1 ccm Erde). 


d) Wald (Laub- und Nadelwald). 


Im Vergleich zu der starken Verbreitung der héheren Pilze in den 
Waldern mu man das Vorkommen der niederen Phycomyceten in diesen | 
Gebieten als diirftig bezeichnen. Aus 17 Erdproben, die 184 mal ange-. 
setzt wurden, konnten nur 8 Gattungen isoliert werden, von ihnen traten | 
die meisten, auber Rhizophidium, noch dazu héchst selten auf (Tab. 1). 

Bemerkenswert ist besonders, daB Rhizophidium in 85°/o der Ansiitze : 
gefunden wurde und damit am reichsten vertreten war. Er iibertrifft: 
selbst die sehr zahlreichen Mucoraceen und héheren Pilze. Die Spiirlich- - 
keit der Phycomyceten in den Wiildern wird besonders deutlich aus den | 
Ansatzergebnissen der einzelnen Standorte: 

Burghausen/Salzach (4. VIII. 44) Buchenwald, pu 5,9; 6 mal angesetzt:: 
Rhizophlyctis rosea 1 mal gefunden, — Herrenalb/Schwarzwald (11. 1X, 44) 
Fichtenwald, pu 4,9; 12 mal angesetzt: Rhizophidium pollinis 12 mal ge-. 
funden. — G6ttingen (20. XI. 45) Mischwald, pr 6; 12 mal angesetzt: Pythium 
1mal, Rhizophidiwm 11 mal gefunden, — Gattingen (23. XI. 45) Laubwald, . 
pu 5,8; 12 mal angesetzt: Rhizophidium pollinis 12 mal, Nowakowskiella 
4malund Pythiwm 2 mal gefunden. — Harz in der Niihe des Brockens (30. VI. 

44) Fichtenwald, pu 5,6; 10 mal angesetzt: Rhizophidium pollinis 10 mal ge- 
funden. — Harz etwas unterhalb des Brockens (19. VIL 44) Fichtenwald, pu 47; 
10 mal angesetzt: Rhizophidium pollinis 9 mal gefunden. 


e) Wege — Strafen. 
; Hier handelt es sich meist um sonnige, zeitweise stark austrocknende 
Standorte (Feldwege, Gartenwege, Waldwege, ausgetretene FuBwege, 
Strabenerde zwischen den Pflastersteinen), die aber trotzdem ein be- 
achtliches Pilzvorkommen aufwiesen. 

Aus 20 Erdproben, die 240 mal angesetzt wurden, konnten 12 Gat- 
tungen isoliert werden. Wieder standen Pythiwn, Rhizophlyctis und 
Rhizophidium an der Spitze, wihrend Nowakowskiella stark zuriick- 
blieb. Besonders reich besiedelt waren im allgemeinen Stellen mit aus- 
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(sesprochenen Lehmbéden. Zur besseren Vorstellung seien auch hier 
jeinige Beispiele angefiihrt: 

jLauenau/Deister, Fahrweg vor einem Haus, pu 7,3 (19. X. 44); 12 mal ange- 
| Setzt: “Rhizophidium pollinis 12 mal, Rhizophlyctis rosea 8 mal, Onin 
1) mal, Aphanomyces 4mal und Pythium 12 mal gefunden. — Duderstadt, 
Feldwee von Sonne ausgetrocknet, lehmig, pu 6,9 (1. VII. 45); 12 mal ange- 
setzt: Pythium 11 mal, Rhizophlyctis rosea 12mal, Rhizophidium pollinis 
10 mal, Pleolpidiwm 2 mal, Olpidium 1mal, Allomyces 1mal gefunden. — 
i Géttingen, Weg, stark ausgetreten zwischen Schrebergirten, Lehmboden, 
}pu 6,8 (8. V.45); 12mal angesetzt: Pythium 11 mal, Rhizophlyctis rosea 
}i1mal, Rhizophidium pollinis 12 a Brenegnle 10 mal und Pythiomorpha 
1 mal gefunden, 


Diese Erdproben wurden alle drei zu einem Zeitpunkt entnommen, 
jnachdem langere Zeit trockenes und heiteres Wetter geherrscht hatte, 
{so dafi sie ziemlich erheblich ausgetrocknet waren. Selbst Erde von 
/einem staubtrockenen Weg enthielt. EUS Rhizophlyctis rosea und 
| Rhizophidium pollinis. 


Jet ft) Acker. 


17 verschiedene Proben wurden mit 211 Ansitzen untersucht. Die 
oft gediingten und bearbeiteten Boden wiesen eine Phycomycetenflora 
Laut, die auch eine Anzahl seltener Formen umfaft; so wurde Aphano- 
jmyces in Riibenfeldern gefunden. Auch die sonst nicht haufigen Pseud- 
olpidium, Olpidium, Pleolpidium, Allomyces, Thraustotheka und Py- 
\thiomorpha wurden nachgewiesen. Die hiaufig auftretenden Formen 
waren in rund 70° der Erden vorhanden, die Besiedlung war also 
ziemlich reichlich. : 


g) Garten. 


Aus den 13 Proben war die Ausbeute etwas geringer als aus den 
Ackerbéden, und zwar sowohl hinsichtlich der Zahl der Gattungen 
(Allomyces, Thraustotheka und Pythiomorpha fehlten, dafiir war das 
sonst recht seltene Cladochytriwm vorhanden) als auch deren Haufigkeit. 


h) Viehweiden, Viehtrdnken. 


Bei diesen Béden handelt es sich meist um sonnige Standorte, doch 
waren die Weiden oft an FluBliufen oder, Bichen gelegen, so daf die 
Erden nie so starker Austrocknung ausgesetzt waren, wie etwa die 
unter ,,Wege — StraBen“ Shandelten, Es sind Potncne durchweg gut 
feuchte Gebiete, die deshalb auch eine reichere Verbreitung der Pilze 
erwarten lieBen, was sich dann auch bestatigte. Wie bei den Graben 
und FluBufern tat relativ sehr hiufig Nowakowskiella auf, wahrend 
Rhizophlyctis rosea dahinter zuriickblieb. Unter den 12 isolierten Gat- 
tiungen befanden sich auch sonst seltene Giste, wie Allomyces, Thrau- 
stotheka, Dictyuchus, Brevilegnia, Saprolegnia ind Pythiomorpha und 
auBerdem Aphanomyces, Rhizophidium und Pythium. 
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i) Wiesen — Rasen. 


Hier sind Bodenproben zusammengefaBbt, die einerseits von Wiesen 
stammten, die FluBliufe umsiumen, und andererseits von Rasenflachen, 
z.B. Parkanlagen. Weidendes Vieh war also nicht vorhanden. D 
diirfte also der Grund sein, weshalb die Pilzflora qualitativ wie quanti- 
tativ spirlicher war als bei den Weiden. Gefunden wurden Olpidiiw 
Pleolpidium, Rhizophidium, Rhizophlyctis, Nowakowskiella, Cladochy- 
trium, Thraustotheka, Saprolegnia und Pythium. Aber nur Pythiw 
Rhizophidium und Rhizophlyctis waren haufig vertreten, die meistent 
anderen Gattungen wurden nur einmal isoliert. 


4. Der Pilzreichtum der einzelnen Standorte. 


Die Hiufigkeit der Pilze an den einzelnen Standorten ist aus T: 
belle I ohne weiteres abzulesen, Sie laiBt sich aber auch noch in ander 
Weise zahlenmiBig ausdriicken. Dividiert man die Zahl der gefunden 
Pilze durch die Zahl der Ansiitze, so erhilt man ein anschauliches Bil 
von dem Pilzgehalt der einzelnen Standorte. Diese Berechnung ist nac 
stehend einerseits fiir die Gesamtheit aller Pilze, also einschlieBlich der 
Mucoraceen und héheren Pilze, durchgefiihrt, und auferdem allein fii 
diejenigen Phycomyceten, die als selten bezeichnet werden miissen, al 
ohne Pythium, Rhizophlyctis rosea, Mucoraceen und die héheren Pil 
In den 244 Ansitzen von FluB-, Bach- und Teichufern wurden eispiell 
weise in jedem Ansatz mehrere Pilze gefunden, und zwar bei Zusammen4 
zihlen der simtlichen Funde insgesamt 730 und bei Zusammenzihl 
nur der seltenen Pilze 278. Die Pilzhiufigkeit pro Ansatz betrug alse 
2,98 bzw. 1,13. 

In Tabelle II sind die Standorte nach der Héhe ihres Gesamtpilf: 
gehaltes geordnet. Die FluB-, Bach- und Teichufer hatten mit 2 98 die 


; 
Tabelle II. Pilzhdufigkeit (sdmtliche) ] 


4 


Standort || Zant der Ansitze | — Pilzhdufigkeit 
FluB-, Bach-, Teichufer . 244 298 
Viehweide, -triinke 148 2.92 
Acker 211 2,81 ; 
Weg — Strabe 240 2,02.) a 
Graben, Grabenrand 78 2,60 
Garten 151 2,57 
Wiese — Rasen 82 2,37 
Wald (Laub- und Nadelwald) 184 "2,05 
Kaum beriihrtes unkultiv. Land 153 1,96 


gréBte Pilzhiufigkeit. In ganz geringem Abstand folgen Viehweiden und 
Viehtrénken mit 2,92. Die Pilzhiufigkeit nimmt dann in den ver- 
schiedenen anderen Gebieten nach und nach ab, bis sie ihren tiefster 
Stand in kaum beriihrten und unkultivierten Standorten mit 1,96 erreicht 


} 


’ 
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Bei der Aufstellung der Hiufigkeit der seltenen Pilze (Tab. HI) ver- 
dert sich die Reihenfolge der Standorte etwas, und vor allem treten 
sarkere Unterschiede hervor. 
Wahrend FluB-, Bach-, Teichufer und Viehweide und -triinke mit 
eicher Hiufigkeit auch hier an erster Stelle stehen, erweisen sich nun 
e Graben als nur wenig firmer an Phycomyceten; Giirten, Wege 
id Acker folgen erst in erheblichem Abstand (nur etwa die Hilfte der 
aufigkeit wie in Griiben); die Wiesen zeigen eine weitere Reduktion 
s Pilzgehaltes um rund 50°/o und gleiches gilt nochmals fiir die Walder; 
is unkultivierte Land fallt dann mit weniger als 1°o des Pilzgehalts 


Tabelle II, Pilzhdufigkeit (seltene) 


Standort ! Zahl der Ansatze | Pilzhdufigkeit 
Flu8-, Bach-, Teichufer 244 1,18 
Viehweide, -triinke 148 . 1,13 
Graben, Grabenrand 78 0,91 
Garten 151 0,48 
Weg — Strabe 240 0,42 
Acker ' 211 | 0,38 
Wiese — Rasen 82 | 0,18 
Wald (Laub- und Nadelwald) 184 0,09 
Kaum beriihrtes unkultiv. Land 153 | 0,01 


er Ufer ganz ab. Hieraus ist wiederum ersichtlich, daB die niederen 
"hycomyceten hauptsichlich feuchte Gebiete besiedeln, wie es ja auch 
hrer ganzen Entwicklungsweise entspricht. Diese Feststellung schlieBt 
uber nicht aus, was nochmals betont sei, da die verschiedenen Formen 
rotzdem ziemlich hiufig in Gebieten sein kénnen, wo man sie danach 
veniger erwarten sollte. Die Zahl 0,42 fiir-die oft stark trockenen Wege 
ind StraBen ist ein durchaus beachtbarer Wert. Sehr wahrscheinlich 
teht ihr relativ hiufiges Vorkommen hier in Zusammenhang mit den 
yvohl allgemein dort vorhandenen organischen Verunreinigungen. Das 
liese eine Rolle fiir die Hiufigkeit unserer Pilze spielen diirften, darf 
aan wohl auch aus der relativ starken Besiedlung der Viehweiden folgern. 


5. Die geographische Verteilung der. Phycomyceten. 


In Tabelle IV ist das Vorkommen der einzelnen Gattungen nach geo- | 
raphischen Gesichtspunkten zusammengestellt. Man sieht daraus, daB 
m groBen und ganzen niedere Phycomyceten iiberall verbreitet sind. 
3ei niiherem Studieren der Tabelle méchte man aber doch wohl aus ihr 
erauslesen, daB es einzelne Gebiete gibt, die ein besonders reiches Pilz- 
‘orkommen zeigen. Ein direkter Vergleich der Anzahl der Funde der 
tattungen an den einzelnen Ortlichkeiten ist allerdings nicht méglich, 
veil an manchen Stellen sehr viel mehr Erdproben entnommen worden 
ind als an anderen (z. B. Gottingen 46, Liineburg 6). Die prozentuale 
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TabelleIV. Verbreitung der cindelien Catnuligen in den. verschiedenen — 
Gebieten Deutschlands (die Zahlen geben die Zahlen der Erden an, 
in denen die Pilze gefunden il - me | 
— — ae = 
' : 5 2 é 2 =a phon a . 
ay ae el SN ae Sande es s | am 
E fo) B 5 2 | 5 S 5: i 
Zahl der Erdproben 26| 46] 15| 13) 11.) 6} a1} OL. @ 
Zahl der Ansitze || 347 | 552 | 180 | 143 | 131 | 62 | 114) 72 | 36 
Pseudolpidium 2] 3] 5) —-f—faJ—fa 4 
Olpidium 2 6 1}—|/—) 1 
Pleolpidium 3 9 3 3 | ; 34 ell 
Rhizophidium 20={) sale loan 10 Beas 1} 
Rhizophlyctis 21| 40| 15|°10| 10] 4 | 
Nowakowskiella poe) oh. S| ed eSB ibaa 
Claduchytrium 1 We age AS a Gane iy 
Allomyces OB aot es hye ae), oe / 1| — 
Thraustotheka os OL SP tte ee af | as 
Dictyuchus BY, patbts, | 2 ba : EE Hoey” 
Brevilegnia if Biliseee | 2 14s 1 
Saprolegnia 9 5,| — a eee aes 
Achlya - Pie aes oe CR Ws sess 4 Fa 
Aphanomyces 12 |°°9 | 2; 4 . 1 tea 
unbest. Saprolegniaceae — ig ee Tg 
Pythiomor pha 9.1” Bleed hies, . ad he 
Pythium 26] 44.) 14} 10] 41] 5] 
Mucoraceen 96) 44) 15) °12)911 | 6 
hoh. Pilze 18| 35] 14] 13] 10 | 
Summe deraufgefiihrten 
Pilze ohne Mucoraceen ||.141 | 184 | 60| 50} 87) 20 | 
und héheren Pilze | : 
(ohne Musee AD lined 542% 400 %| 400 % | 384% 336 % 333 % 209%) 200 % 1588 


Berechnung (letzte Rubrik) unter Ausschaltung der Mucoraceen unc 
hoéheren Pilze ergibt aber auch Unterschiede. Welche Faktoren dafit 
alle mabgeblich sind baw. sein kénnten, la8t sich nicht sagen. In erste) 


att, wb 
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Linie ist wohl an Bodenaziditit und Bodenfeuchtigkeit zu denken (siehe 
unten). 


6. EKinflu& edaphischer Faktoren auf den Pilzgehalt. 
. a) Bodenfeuchtigkeit. 


| Ganz allgemein kamen die niederen seltenen Phycomyceten an feuch- 
ten Standorten reichlicher vor als ‘an trockenen; das ist so selbstver- 
Sstandlich, daf es dafiir keiner Einzelbelege bedarf. Berechnet man, wie 
in Tabelle II und IH, die Haufigkeit des Pilzvorkommens, so ergibt sich 
fiir die Gesamtheit der Pilze fiir feuchte Standorte (252 Ansitze) der 
Wert 3,01, fiir trockene (226 Ansiitze) 2,27 und fiir die selteneren Phy- 
comyceten 1,30 und 0,04! Die seltenen Formen waren also an feuchten 
Standorten 30 mal so haufig als an trockenen. Eine Ausnahme von der 
Regel machte nur Rhizophlyctis. Dieser Pilz besiedelte nur 30%. der 
feuchteren Béden, dagegen iiber 60° der trockeneren Standorte. Er 
ist also an das Landleben wesentlich besser angepakt als die iibrigen 
niedrigen Phycomyceten und verhilt sich in dieser Hinsicht wie die 
Mucorineen und héheren Pilze; von ihnen waren die feuchten Boden zu 
42 bzw. 15°/o besiedelt, die weniger nassen dagegen zu 62 bzw. 38°/o. 


b) Die Bodenaziditat. 


- Von den einzelnen Erden wurden pu-Messungen mit der Chinhydron- 
methode nach LAuTENSCcHLAGER gemacht. Nach der Aufstellung in Abb. 5, wo 
die Funde im’ pu-Bereich 7,0 bis 8,1 durch ausgefiillte, im pu-Gebiet 4,7 bis 
6,1 durch umrandete Siulen eingetragen sind, scheinen einige Gattungen 
mehr alkalische, andere dagegen mehr saure Béden vorzuziehen. Das schlieBt 
nicht aus, da die einzelnen Gattungen in einem ziemlich weiten pu-Bereich 
gefunden wurden. So kommen z. B. vor 


Pleolpidium bei pu 5,5—7,6 Brevilegnia bei pu 5,6—7,1 
 Rhizophidium —,,_—«,: 4,973. Saprolegnia yy 4971 
_ Rhizophlyctis 9» 9) 4,0—7,8 Aphanomyces 9-37, 4,8-—7,8 
_ Nowakowskiella 9) DL —7,8 Pythium 9» 99, 4,4—7,8 
- Cladochytrium sy Ds4—6,8 


Eine klare Beziehung zur Bodenaziditat lift sich daher vorlaufig noch nicht 
aufstellen. 


c) Lehm-Sandboden. 


Wiihrend der Durchfiihrung der Untersuchungen fiel auf, daB sandige 
Béden (z.B. die von Liineburg und der Insel Wollin) weniger Piize ent- 
hielten als die lehmigen (Gottingen, Lauenau). Dafiir einige Beispiele: 

‘Lauenau, Weg zwischen 2 Ackern, sonnig, Lehmboden, pu 7 (7. X. 45); 12 mal 
-angesetzt: Pythiwm 12mal, Nowakowskiella 11 mal, Rhizophlyctis rosea 
11 mal, Rhizophidium pollinis 11 mal, Achlya 3 mal, Pseudolpidium 1 mal und 
Allomyces 1mal gefunden. — Lauenau, Zugang zu einer Viehweide, pu 6,9, 
(19. X. 44); 12 mal angesetzt: Pythium 10 mal, Rhizophlyctis 9 mal, Nowa- 
kowskiella 11 mal, Rhizophidium 8 mal, Saprolegnia 6 mal, Dictyuchus 5 mal, 
Aphanomyces 2 mal, Allomyces 1 mal, Brevilegnia 1 mal, Pythiomorpha 1 mal 
eefunden. — Lauenau, Ufer an der Au, etwa 11/2m tiber dem Wasserspiegel. 
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Erde von der Uferbefestigung, Lehmboden, pu 6,8 (20. X. 44); 12 mal ange- 
setzt: Pythium 11 mal, Nowakowskiella 8 mal, Rhizophidium 12 mal, Aphano 
myces T7mal und Saprolegnia 1 mal gefunden. — Wollin, Luzernefeld, sonni 
Sandboden, pu 7,1 (29. IX. 44); 12 mal angesetzt: Pythium 10mal, Rhizophlyc 

6 mal gefunden. — Wollin, Seeufer feucht, Sandboden, pu 7,8 (3. X. 44); 12 mal 
angesetzt: Pythium 11 mal, Rhizophlyctis 9 mal, Nowakowskiella 2 mal und 
Aphanomyces 1mal gefunden. — Wollin, Wiese, feucht, Sandboden, pu 7, 
(3. X. 44); 12 mal angesetzt: Pythiwm 10 mal, Pleolpidium 2 mal, Newakow- 
skiella 1 mal gefunden. 
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Abb. 5. Haufigkeit der Pilze in alkalischen und sauren Béden (schw. Saulen alkal, Boden v. pH | 
7,0—8,1, umrandete Sdulen saure Béden v. Pq 4,7—6,1). { 


Die Pilzfunde in den Wolliner Sandbéden waren also deutlich ge-- 
ringer. Daf das eine allgemeine Regel ist, wird noch deutlicher, wenn 
man die Pilzfunde von einer gréBeren Anzahl von Lehmbéden ver: - 
schiedener Gebiete denen von einer Anzahl von Sandbéden gegeniiber- - 
stellt, wie es in Abbildung 6 geschehen ist. Es wurden 17 Erdproben | 
aus Lehmbiden und 19 Erdproben von Sandbéden dazu verwandt. Die : 
Anzahl der Funde auf Lehmbéden ist durch eine schwarze, die auf Sand | 
durch eine umrandete Saiule wiedergegeben. Mit Ausnahme von Rhizo- - 

_phlyctis sind die massiven Siiulen héher als die umrandeten. Rhizo-- 
phiyctis nimmt also auch in dieser Hinsicht eine Ausnahmestellung ein. . 
Die errechnete Hiiufigkeit ist bei 216 Ansitzen auf Lehmbéden fiir alle : 
Pilze zusammen 2,77, fiir nur die seltenen 0,77 und auf Sandbéden 2,55 | 

3 
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bzw. 0,14. Lehmbéden sind also von den seltenen Phycomyceten 5 bis 
€ mal so stark besiedelt als Sandbéden. . 
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Abb. 6. Pilzhadufigkeit in Lehm- und Sandbéden (schwarze Saulen Lehmbéden, umrandete Siiulen 
Sandbéden). 


IV. Standortsliste der in unseren Untersuchungen 
seltener aufgetretenen Formen. 


Pleolpidium: Herrenalb/Schwarzwald: Gartenweg, feiner Kies (18. IX. 44); 
Kartoffelacker (19. 1X. 44). 'Wollin/Ostsee: Plantage unter Baumen, Sand- 
boden, schattig (21. 1X. 44); Kartoffelacker (29. 1X. 44); moorige Wiese 3. X. 
44), Géttingen, Gartenerde aus dem Botanischen Garten (31.1, 45); Getreide- 
feldbrache (2. III. 45); Rapsfeld (8. V. 45); Acker mit jungem Getreide 
(8. V. 45); Weg zwischen 2 Ackern (9. V. 45); Werxhausen, Feldweg (5. VI. 
45); Olenhusen, Kartoffelacker (12. VIII. 45); Schnedinghausen, Spargelbeet 
(22. VIII. 45); Duderstadt, Feldweg (1. VIII. 45). Wurzburg, am Main bei 
Veitshéchheim, oberhalb der Befestigungssteine (29.1X. 45); Weg bei der 
‘Steinburg, trocken, sandig (81. 1X. 45); unter einem Birnbaum neben Wein- 
girten,.schattig (31. 1X. 45). Lauenau/Deister: Gartenweg (4. X. 45); Garten- 
weg schattig (4. X. 45); Ufer an der Au, Erde von der Uferbefestigung nicht 
direkt am Wasser (4. X. 45). 

Pseudolpidium: Wirzoura, dicht am Main bei Veitshéchheim, oberhalb 
der Befestigungssteine (29. VIII. 45); Zuflu8 zum Main bei Veitshéchheim, 
feucht, bewachsen (31. VIIL 45); Weg zwischen den Weingiirten (1.1X. 45); 
FuBweg oberhalb des ,,Kappele“ (3. IX. 45); Wegrand unter Baumen (3. IX. 45), 


= 
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Lauenau/Deister: Kartoffelacker (4. X. 45); Feldweg (7. X. 45). G6ttingen: 
Wiesenweg (5. XI. 45); Laubwald (Buche) (20. XI. 45); Nadelwald (6. IL. 45). 

Olpidium: Lauenau/Deister: Fubweg (19. X. 44). Lineburg: umgegrabene 
Rasenfliche (27. I. 45). Géttingen: Botanischer Garten, Gartenerde (31. I. 45); 
frisch geeggter Acker (8. V. 45); Werxhausen, Feldweg (5. VI. 45); Schneding- . 
bausen, Spargelbeet (22. VII. 45); Duderstadt, Kartoffelacker (31. VII. | 
Duderstadt, Feldweg (1. VIII. 45). Wirzburg: Veitshéchheim, Fufweg_ 
(28, VILL. 45). 

Rhizophidium sp.: Wollin/Ostsee: bewachsener Hang (12. CEKG 44); 
ruhendes Land, stark mit Gras bewachsen (29. IX. 44). Géttingen: Kartoffel- 
acker (26. III. 45); gemihtes Getreidefeld, trocken (2. VIII. 45); Nadelwal 
(6. I. 45); Werxhausen, Weg hinter einem "Wald, sonnig (5. VI. 45); Rosdorf, 
frisch geeggtes Feld, viewilich trocken (12. VII. 45); Schnedinghausen, Garten= 
erde (22. VII. 45); Werleshausen, Acker (26. VII. 44); Duderstadt, Erde vor 
einem . Kartoffelacker, lehmig (17. VIII. 45); Duderstadt, Stoppelfeld (Hafer 
(81. VU. 45); Duderstadt, Weg von Sonne stark ausgetrocknet, lehmig 
(31. VIL. 45). Wurzburg: Veitshéchheim, Weinberg, Siidhang (28. VIII. 45) 
Veitshéchheim, Weg zum Main, feucht (31. Vill. 45): Veitshéchheim, fu 
zum Main, Ufer, feucht (81. VIL. 45); Weinberg (81. VIII. 45); Weg auf de i 
Steinberg, sandig (1. IX. 45); Weinberg, Siidhane (1. TX. 45); Weg, unter | 
Baumen (3. [X. 45). Lauenau/Deister: Runkelfeld (5. X. 45). a 

Cladochytrium: Liineburg: Garten (2. V. 44). Géttingen: Botanischer | 
Garten, Weg (4. V. 44). Bad Elster: Wiese an der Elster (17. VII. 44). 
Osterode/Harz: Gartenerde (8. VIII. 44). Herrenalb/Schwarzwald: Graben-. 
rand, feucht (19. 1X. 44). Lauenau/Deister: Gartenerde (20. X. 44). wore 
burg: Veitshéchheim, Mainufer, bewachsen (29. VIII. 45). 

Allomyces: Wollin/Ostsee: Kartoffelacker (29. IX, 44). Lavangu/ Decl 
Zugang zu einer Viehweide (19. X. 44); Weg, Lehm (5. X. 45); Feldweg 
(7. X. 45), Gdttingen: Duderstadt, Weg von Sonne ausgetrocknet, lehmig 
(1. VIII. 45). Sd : 

Thraustotheka: Bad Elster: Wiese an der Elster (17. VIL 44). Burg 
hausen: Ufer an der Salzach, nahe dem Wasser (3. VIII, 44). Herrenalb/ ' 
Schwarzwald: Grabenrand (19.IX. 44); Kartoffelacker (19. IX. 45). Got. 
tingen: Bachufer (19. I. 45); Duderstadt, Kartoffelacker, Lehm (31. Vil. 45). . 
Lauenau/Deister: Zugang zu einer Viehweide (5. X. 45); Ufer eines AbfluBe 
grabens (15. X. 45). 

Dictyuchus: Lauenau/Deister: Zugang zu einer Viehweide (19. X. 44); 
Ufer an der Au (4. X. 45); Ufer an der ‘Au, von der vorherigen Stelle ei 
Stiick entfernt (5. X. 45). Wurzburg: Veitshéchheim, ZufluB zum Main, = | 
(30. VII. 45), 

Brevilegnia: Luneburg: Grabenufer, feucht (3. V. 44).Géttingen: Weg im | 
Botanischen Garten (4. V. 44); Botanischer Garten, Bachufer (19.1, 45); Wee 
(8. V. 45); unbebautes Land (9. V. 45). Herrenalb/Schwarzwald: Bachiiberlauf 
iiber einen Weg (19. 1X. 44), Lauenau/Deister: Zugang zu einer Viehweide 
(19. X. 44); Maulwurfshaufen auf einer Viehweide (19, X. 44); Hof mit Gras 
bewachsen (5. X. 45); Zugang zu einer Viehweide (5, X. 45); Viehtrinke an 
der ‘Au (7. X. 45); Viehweide (15.1. 45), Wurzburg: Veitshéchheim, Weg zum 
Main, feucht (81. VII. 45); Veitshéchheim, Zuflu8 zum Main, Ufer feucnt 
(31. VIII, 45). 

Saprolegnia; Lineburg: Garten, feucht (3. V. 44). Harz: mooriger Boden 
(23. VI. 44). Gottingen: Adelebsen, Weg von Bach iiberflossen (23. V. 44); 
Bachufer (19.1, 45); ausgetrocknetes Bachbett (2. VIII. 45); Kiesteich, flaches 
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Ufer (5. XI. 45); Hainberg unter Taxus (20. XI. 45). Herrenalb/Schwarzwald. 
_ Grabenrand (19. 1X. 44); Bachiiberlauf tiber einen Weg (19. IX. 44). 
Bad Elster: ,,Moortasche“ (6. X. 44); Ufer der Elster, Wiese (6. Xv 44). 
Lauenau/Deister: Zugang zu einer Viehweide (19. X. 44); Viehweide, feucht 
(19. X. 44); Maulwurfshaufen auf einer Viehweide (19. X. 44); Ufer dicht an 
der Au (20. X. 44); Uferbefestigung (4. X. 45); FluBufer (5. X. 45); Weg zu. 
einer Viehweide (5. X. 45); Viehtriinke (15. X. 45); Grabenrand (15. X. 45), 
Achlya: Herrenalb/Schwarzwald: Grabenrand (19.IX. 44); ausgetrock- 
netes Bachbett (19. 1X. 44). Géttingen: Duderstadt, Bachufer (81. VII. 45). 
Lauenau/Deister: FluBufer (5. X. 45); Feldweg (7. X. 45), 
Aphanomyces: Lineburg: Grabenrand (2. V. 44). Géttingen: Adelebsen,, 
Weg von Bach iiberflossen (23. V. 44); Botanischer Garten (24. V. 44); Bach- 
ufer -(19.I. 45); frisch geeggter Acker (5. V. 45); Acker (9. V. 45); Rosdorf, 
_ Bachufer (12. VII. 45); Duderstadt, Bachufer (31. VII. 45); ausgetrocknetes 
Bachbett (2. VIII. 45); Hainberg, unter Taxus (20. X1.45). Burghausen: 
Nordhang an der Salzach, unter Holunder und Buchen (i. VIII. 44). 
Herrenalb/Schwarzwald: unter Buche, schattig, feucht (15.IX. 44); Garten- 
weg (18, IX. 44); Grabenrand 19. IX. 44); Bachiiberlauf iiber einen Weg” 
(19. IX. 44). Wollin/Ostsee: Seeufer (38. X. 44). Lauenau/Deister: Zugang zu 
einer Viehweide (19. X. 44); Weg (19. X. 44); Maulwurfshaufen auf einer 
Viehweide (19. X. 44); Weg zu einem Pferdestall (20. X. 44); Ufer dicht an der 
~ Au (20.X. 44); FluBufer (4.X. 45); Weide (3.X. 45); Flugufer, dicht am 
Wasser (5. X. 45); Weg zu einer Viehweide (5. X. 45); Runkelfeld (5. X. 45); 
Getreidefeld (7. X. 45); Viehtrinke (7. X. 45). Wirzburg: Weg auf dem 
Steinberg, schattig (31. VIII. 45); Weg oberhalb des ,,Kappele“ (8. TX, 45). 
Pythiomorpha: Géttingen: Witzenhausen, Viehtriinke a.d. Werra (8. VIII. 
44); Weg (3. V. 45). Wollin/Ostsee: Runkelfeld (8. X. 44) Lauenau/Deister: 
_ Zugang zu einer Viehweide (19. X. 44); Viehtrinke (7. X. 45). 


V. Physiologische Untersuchungen. 


Um zu ermitteln, wieweit die Pilze widerstandsfiihig gegen klima- 

tische Faktoren wie Trockenheit, Wirme und Kiilte sind, wurden im. 
Laboratorium Trocken-, Hitze- und Kilteresistenzversuche angestelit. 
Und zwar mit folgenden Arten: 
Chytridiales: Rhizophidium pollinis (Braun) Zopf, Rhtzophidium sp., 
Rhizophlyctis rosea (de Bary und Woronin) Fischer, Nowakowskiella elegans 
(Nowak) Schroeter. Blastocladiales: Allomyces javanicus Kniep. Sa- 
prolegniales: Thraustotheka clavata (de Bary) Humphr, Dictyuchus,. 
Saprolegnia Thureti de Bary, Aphanomyces scaber de Bary. Peronospo- 
rales: Pythium de Baryanum Hesse. 


t 


a), Trockenresistenz. 


Die von Sorcet verarbeiteten Erdproben, die oft 2 Jahre alt und 
stark ausgetrocknet waren, hatten noch ein starkes Pilzvorkommen ge- 
zeigt, so da® schon daraus zu schlieBen ist, dab die niederen Phycomy- 

ceten gegen Austrocknung ziemlich unempfindlich sind. 
; Zur Priiftung der Austrocknungsfihigkeit wurden aus den Reinkulturen- 
der 10 Pilze Kéder mit dem anhaftenden Pilz entnommen, und diese mit 
etwa 10 ccm miBig feuchter Erde innig durchmischt. Dazu wurde in allen 
' Fallen einerseits sterilisierte und andererseits unsterilisierte Erde benutzt.. 
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Die Erde wurde in sterile Petrischalen gefiillt, und diese offen im Raun 
14 Tage bei Zimmertemperatur stehen gelassen. Um das Hineinfallen von 
‘Staubteilchen und evtl. Keimen zu verhindern, waren sie mit einem Deckel — 
aus sterilem Filtrierpapier locker bedeckt. Die Erden trockneten auf diese 
Weise stark aus; im Mittel verloren sie 94,1°/o ihres urspriinglichen Wasser- 
gehaltes. Nun wurden Proben .von ihnen in Petrischalen mit Wasser ge 
bracht und in der tiblichen Weise mit Kédern angesetzt. Traten an diesen 
nach 14 Tagen in den angesetzten Schalen keine Pilze auf, so war der Pilz _ 
nicht mehr am Leben. 5 
Das war bei Nowakowskiella, Thraustotheka, Dictyuchus, Sapr 
legnia und Aphanomyces der Fall; aus den Erden mit Rhizophidium— 
pollinis, Rhizophidium sp., Rhizophlyctis rosea, Allomyces und Pythium— 
bildeten sich auf den ausgestreuten Kédern aber Mycelien bzw. Sporan-_ 
gien, sie hatten die Austrocknung also iiberstanden. Nach der 14tagigen _ 
Austrocknung im Zimmer kamen die Erden dann noch 4 Tage in einen — 
Exsikkator iiber Blaugel. Ihr Wassergehalt ging dadurch im Mittel auf_ 
3,1% der Ausgangsfeuchtigkeit zuriick. Auch diese weitere Austrock- _ 
nung wurde von den Pilzen iiberlebt. In den nicht der Austrocknung 
ausgesetzten Kontrollen waren alle Pilze noch am Leben. Rhizophidium 
pollinis, Rhizophidium sp., Rhizophlyctis, Allomyces und Pythiun sind 
demnach gegen Austrocknung recht widerstandsfahig. ; 


b) Hitzeresistenz. 


Die reiche Phycomycetenflora der Tropen (vgl. SGrcEL, 1941) zeigt 
das die Phycomyceten im allgemeinen wohl wiirmeliebend sind. Erd-_ 
temperaturen von 30°C und mehr, im Extrem bis 39°C, kommen nach _ 
Harpers Messungen in Westindien vor (S6rcEL), besonders bei starker 
Sonneneinstrahlung. Es ist deshalb interessant, der oberen Temperatur: 
grenze nachzugehen, bei der diese Pilze noch lebend bleiben. 

Fiir die Untersuchungen wurden die einzelnen Pilze aus den Stamm- — 
kulturen mit 1 ccm nicht steriler oder sterilisierter feuchter Erde vermischt 
und in sterile Reagenzgliser gebracht; auferdem wurde von jedem Pilz eine 
Probe in 1 cem abgekochtem Leitungswasser, ebenfalls im Reagenzglas, mit- 
untersucht. Die Reagenzgliser wurden mit Wattepfropfen verschlossen, Die 
Gliser wurden im Thermostaten Temperaturen von 40°C an aufwiirts ausge-. 
setzt. Zur besseren Kontrolle befand sich in einem der Reagenzgliser ein Ther- 
mometer, das anzeigte, wann sich die Erdprobe auf die gewiinschte Tempe- 
ratur eingestellt hatte. Erst von da ab wurde die Zeitdauer gemessen, bei der 
die Kulturen in der vorgesehenen Temperatur verbleiben sollten. Z. B. 
wurden in einem bestimmten Fall die Gliser um 10 Uhr50 in den Thermo- 
Staten gebracht, der auf 50°C stand: es dauerte bis 11 Uhr 25, bis die Erden 
auch die Temperatur von 50° angenommen hatten. Von da ab wurden die 
Erden noch 1 Stunde im Thermostaten gelassen. Nach Ablauf der Versuchs- 
zeit wurden die Gliser aus dem Thermostaten herausgenommen und nach— 
erfolgter Abkiihlung auf Zimmertemperatur in Petrischalen mit Wasser und 
Kédern angesetzt. Waren die neu ausgestreuten Kéder nach 14 Tagen nicht 
infiziert, so galt das Ergebnis als negativ. $ 

Nach Aufenthalt von 1 Stunde bei 40° waren die Pilze alle noch am 
Leben. Bei 50° waren es auBer Nowakowskiella die Saprolegniaceen, 


. 
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¢ die diese Temperatur nicht mehr iiberstanden. Das Gleiche gilt fiir die 


Serie bei 55°. Nach 1 stiindiger Behandlung mit 60° war auch Pythium 
emgegangen. Als ziemlich hitzebestiindig erwiesen sich Rhizophidium 
pollinis, Rhizophidium sp., Rhizophlyctis rosea und Allomyces, die noch 
Temperaturen von 70 bzw. 65° aushielten; bei 75° gingen aber auch sie 


; innerhalb einer halben Stunde zu Grunde (Tab. V). 


Tabelle V. Lebensfdhigkeit der Pilze nach Aufenthalt bei 40—759C 
+ lebend, — abgestorben. 
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Zuerst verloren immer die in Wasser befindlichen Kulturen ihre 
Lebensfahigkeit, waihrend die in Erde iibertragenen Pilze noch héhere 


_ Temperaturen ertrugen. Unterschiede zwischen sterilen und nicht sterilen 


Erdproben waren nicht zu verzeichnen. 


Gy Ralperes iste nz, 


Fiir die systematischen Bodenuntersuchungen wurden auch Proben 
im Winter gesammelt. So am 31.1.45 eine Erdprobe aus dem Botani- 
schen Garten in Géttingen, nachdem 5 Wochen Frost geherrscht hatte. 
Die Erde war vollkommen durchgefroren. In ihrem Gehalt an Phyco- 
myceten zeigte sich aber kein Unterschied gegen den Sommer, wo der- 


_selbe Standort bereits untersucht worden war. Es schien danach lohnend, 


die Kilteresistenz unserer Phycomyceten etwas niher zu untersuchen. 
Die Herstellung der verschiedenen Temperaturstufen wurde dadurch 
erschwert, da® fiir die Eismaschine und einen elektrischen Kihlschrank die 


- notwendigen Kiihlfliissigkeiten nicht zu beschaffen waren. Es mute daher 


zu einer primitiveren Methode gegriffen werden. In einer mit Sdgespanen 
gefiillten Kiste befand sich in der Mitte ein Eimer, in welchen die Kilte- 
mischung (zunichst Eis und Kochsalz, spater fiir tiefere Temperaturen 
Kohlensiiureschnee) eingefiillt wurde. Ein Einsatz in dem Eimer hielt die 


-Réhrchen mit den Pilzen so, daf deren untere Enden frei in das Kaltebad 


eintauchten. Es wurden nicht Reagenzgliser, sondern Réhrchen aus Zink- 


plech, die oben mit einem Gummistopfen verschlossen waren, verwendet; sie 
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leiten die Kilte besser als Glasréhren, Im tibrigen wurde wie bei den Hitze- 
resistenzversuchen von jedem Pilz je eine. Probe in nicht steriler und 
steriler, feuchter Erde und in Wasser in ein Réhrechen gebracht. Ein Thermo 
meter zum Ablesen der Temperatur befand sich in der Mitte des Einsatzes 
und ragte mit seinem unteren Ende genau so weit in das Kiltebad wie die 
Rohrchen. Als Deckel wurde iiber die Kiste zunichst eine Linoleumplatte, 
und dann noch ein Sack mit Holzwolle gelegt, so dafi die Temperaturiso-_ 
lierung ziemlich gut war. Das Thermometer ragte durch die Linoleumdecke— 
etwas heraus, so daB zum Ablesen der Temperatur nur der Sack schnell ent 
fernt zu werden brauchte. 

_ Versuch mit Eis und Kochsalz als Kiltemischung: Am 11. VII. 46 ka 
um 12 Uhr der Einsatz mit den Réhrehen in das Kiltebad. Die Temperatur 
war zunichst —15° C, sank bis 12,30 Uhr auf —18°C, bis 13 auf —19° 
und hatte um 14 Uhr —20°O erreicht. Bis abends 21 Uhr blieb die Tempe-_ 
ratur hier stehen, am nichsten Morgen um 8 Uhr betrug sie noch —9°C 
worauf der Versuch abgebrochen wurde. Die Réhrchen wurden einige Zeit 
bei Zimmertemperatur zum Auftauen stehen gelassen, und dann wurde ihr 
Inhalt in Petrischalen entleert und wie iiblich angesetzt. 

Die Pilze waren also mindestens 7 Stunden der Temperatur vor 
— 20°C ausgesetzt gewesen. Ein Teil der angesetzten Schalen zeigte 
keine Pilzentwicklung mehr. Wie aus Tabelle VI hervorgeht, waren es_ 
wieder die Saprolegniaceen und Nowakowskiella, die empfindlich ware 
und diese Temperaturen nicht mehr itiberstanden, aber auch Allomyces, 
der sich gegen Hitze verhiiltnismiBig unempfindlich gezeigt hatte, war 
bereits nicht mehr lebensfihig. Die tibrigen Chytridiales waren weit- 
gehend unempfindlich. Wieder zeigte sich analog den Hitzeresistenz- 
versuchen, dai die Pilze in Wasser empfindlicher waren als in Erde. 


Tabelle VI. Lebensfdhigkeit der Pilze nach mindestens 
7 stiindigem Aufenthalt bei — 20°C. 
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Thraustotheka clavata fut | — ; 
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Die Gattungen, die ungeschidigt geblieben waren, wurden nun eine— 
Stunde lang der Temperatur von — 86°C (Kohlensiiureschnee) ausge-- 
setzt. Rhizophidium pollinis, Rhizophidium sp. und Rhizophlyctis rosea 


waren auch gegen diese Temperatur resistent, wihrend Pythium oneea 
titet wurde (Tab. VII). 
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Tabelle VI. Lebensfihigkeit der Pilze nach 1 stiindig. Aufenth. bei — 86°C, 


+ lebend, — abgestorben. 
SS ee 


Erde Wasser 
Rhizophidium pollinis. -h — 
” sp. te ok 
Rhizophlyctis rosea de = 
Pythium de Baryanum ae =~ 


Die drei iiberlebenden Gattungen wurden nun in die Temperatur 


_ von fliissiger Luft gebracht. Eine Serie blieb 5, eine zweite 15 und eine 
_ dritte 60 Minuten darin. Wie Tabelle VIII zeigt, waren die drei Gattungen 


auch nach 1-stiindigem Aufenthalt in der Temperatur der fliissigen 


Luft (—180 bis 190°C) durchaus nicht abgetitet. 


Tabelle VIII. Die Ergebnisse nach 5, 15 und 60 Minuten Aufenthalt 
in fliissiger Luft (Temp. — 180 bis 190°C). 


Erde Erde Erde 
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1) nst. = nicht sterilisiert. %) sterilisiert. 


Rhizophlyctis rosea war allerdings in mehreren Réhrchen nicht mehr 
entwicklungsfaihig, und auch aus den anderen fand nur eine sehr spir- 
liche Entwicklung auf den Kédern statt und bestand nur aus ganz ver- 
einzelten Sporangien. Rhizophidium pollinis und Rhizophidium sp. 
waren dagegen noch voll entwicklungsfihig und zeigten sich ‘Somit 
recht resistent gegen niedrige Temperaturen. 

Ob Dauerorgane die Resistenz gegen die etnstigen Aufenfaktoren 


- bedingen wurde nicht untersucht. 


VI. Untersuchungen westindischer und ostindischer Erdproben, 
_ die mehrere Jahre trocken lagerten. 
Wie die Resistenzversuche ergeben haben, sind verschiedene Arten 


- gegen Austrocknung ziemlich inempfindlich: Ob solche Formen in vollig 
~ trockenen Béden, die in diesem Zustand schon seit Jahren aufbewahrt 


worden waren, auch noch keimfihig sind, sollten Untersuchungen west- 


-und ostindischet Boden zeigen. 


Bei den westindischen Béden handelt es sich um die von Harprr 


1937 gesammelten und von Sorcex 1937 bis 39 bearbeiteten Erdproben, 


die nun 8 Jahre alt waren. Von 48 verschiedenen Erden wurden in der 


(syn. Kniepii Sérgel) auftrat. Ein Pilz (hier als Olpidium Sp. bezeichnet) 
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Aue piles wurden indliorts 


Rhizophidium pollinis 24 mal Pyihhan 
Rhizophlyctis rosea 34, Mucoraceen 
Nowakowskiella Byte Hoéhere Pilze 
Allomyces jav. 5 


Die Erdproben aus Ostindien waren 1939 von Herrn A. Ulmke in den 
Umgebung von Makassar, Niederlindisch-Indien, gesammelt worden. Aus _ 
37 Erden wurden in 148 Ansitzen folgende Pilze isoliert: 


Olpidium sp. 2mal  Allomyces arbusculus 18 mal 
Rhizophidium hotline 105: *s Pythium Rigg 
Rhizophidium sp. 32°45 Mucoraceen ‘ Obie 
Rhizophlyctis rosea ~ 109 ,, Héhere Pilze’ WO sue 
Nowakowskiella 28 


Auffillig ist bei den ostindischen Béden die Hanfigkeit von Rhizo-— 
phidium pollints. Auch Allomyces trat wesentlich haufiger in tropische 
Béden als in deutschen auf, wo er im ganzen nur 5 mal ‘eefunden wurde. 
Aus westindischen Béden wurde nur die Gattung Allomyces javanicus 
isoliert, wihrend in den ostindischen Béden stets Allomyces arbusculus 


wurde zweimal aus einem ostindischen Boden isoliert: er trat im Innern — 
von Pollen von Pinus auf. 

Etwas verwunderlich ist zuniichst das Vorkommen von Nowakows- 
kiella in den vollig ausgetrockneten Boden, zeigten doch die Trocken- 
resistenzversuche ein negatives Ergebnis. Es gibt von Nowakows- 
kiella mehrere Arten. Nowakowskiella elegans (ScHROETER 1892), 
welcher keine Dauerorgane besitzt, und Nowakowskiella ramosa_ 
(BuTLerR) mit Dauerorganen. Es mu sich i in den west- und ostindischen 
Béden wohl um Nowakowskiella ramosa handeln, die auf Grund des_ 
Besitzes von Dauersporangien das véllige Austrocknen iiberstehen 
konnte. Bei den Resistenzversuchen wurde die aus den deutschexs 
Béden isolierte Nowakowskiella elegans benutzt, die sich demzufolg¢ 
als wenig widerstandsfihig erwies. 


VII. Besprechung der Ergebnisse. ) 

Bereits seit einigen Jahren wei8 man, daS niedere Phycomyceten, 
die ihrem Habitus entsprechend eigentlich typische Bewohner des 
Wassers sein sollten, vielfach auch aus Erde isoliert werden 
koénnen. In Deutschland konnten Héunx-Bremen (1934/35) und RicuTEr- 
Marburg (1936/37) besonders fiir die Saprolegniaceen eine allgemeine 
Verbreitung in den von ihnen untersuchten Gebieten feststellen. Ver- 
Offentlichungen tiber systematische Untersuchungen iiber die iibrigen. 
niederen Phycomyceten des Bodens liegen fiir Deutschland noch nicht 
vor. Doch sind auf Anregung HARDERS solche Untersuchungen bereits 
yon ExisasetH ALDEKAMP durchgefihrt, wenn auch nicht publiziert 
worden. Lediglich eine kurze Mitteilung tiber die wesentlichen Ergeb- 
nisse ist von Harper (1948) zusammen mit einem kurzen Bericht tiber 
die vorstehenden Resultate verdffentlicht worden. Die Aupexampschen 


Uber niedere Bodenphycomyceten. 235 


| Ergebnisse decken sich in allen Punkten mit den eigenen; es ist ihr aber 
gelungen, auSer den 16 oben besprochenen Phycomyceten noch 5 weitere 
Gattungen, nimlich Olpidiopsis (spec.), Amoebochytrium (rhizidioides), 
Aphanomyces (scaber und stellatus), Isoachlya ( unispora) und Lepto- 
legnia (caudata) zu isolieren, wihrend sie Olpidiwm nicht gefunden hat. 
Im Gegensatz zu Deutschland sind in Amerika schon 6fter niedere 
Phycomyceten in gré8erem Umfang aus dem Erdboden isoliert worden 
(Butter 1907, Harvey 1925, Rarer 1928, Work 1939). Aus SorcELS 
(1941) griindlichen Untersuchungen geht die allgemeine Verbreitung 
# niederer Phycomyceten in westindischen Béden klar hervor. S6rcEL 
konnte dabei feststellen, da einige Gattungen, die bisher als sehr selten 
galten, recht haufig im Erdboden vorkommen. 


. Bei der vorstehenden Untersuchung der deutschen Béden sind von 
} AvpeExamp und mir 21 Gattungen isoliert worden, das ist im Vergleich 
zu den tropischen Boden ein geringeres Ergebnis. So fand S6rcE 
in westindischen Béden 29 Gattungen. 


Ob dabei die héhere Temperatur in den Tropen eine wesentliche Rolle 
spielt (simtliche Kulturen zeigten die giinstigste Entwicklung bei 20—27° C), 
bedarf noch eingehenderer Untersuchung. 

Zweifellos werden bei Erweiterung der Untersuchungen auch noch 
eine Anzahl weiterer Gattungen gefunden werden; bei der dichten Uber- 
wucherung der Kéder durch die verbreitetsten Arten, ist es oft sehr 
schwer, nur vereinzelt vorkommende Formen nicht zu iibersehen. Sie 
werden aber, auch wenn noch weitere gefunden werden, dann doch im 
allgemeinen als selten gelten miissen. 


Uber das Vorkommen von Rhizophidium pollinis in Erde ist 
bisher, soweit mir die Literatur zugiinglich war, nichts bekannt. Umso 
auffallender ist seine Hiufigkeit in deutschen Béden. Von Zopr (1887) 
urspriinglich beschrieben, wurde Rhizophidium pollinis bisher nur aus 
Fltissen, Bichen, Teichen oder Tiimpeln isoliert und daher zu den Wasser- 
bewohnern gerechnet. 


Mo.trer (1911) vermutet, daB, wegen des ausgesprochenen Sauerstoff- 
bediirfnisses der Zoosporen von Rhizophidium wollinis, dessen eigent- 
licher Verbreitungsort auf der Oberfliche von Gewéssern und nicht auf deren 
Boden sein miisse. Dabei gelang es ihm selbst erst nach einigen Miihen, in 
bestimmten Tiimpeln das gewiinschte Material zu finden, wahrend unsere 
Untersuchungen gezeigt haben, daB man Rhizophidium pollinis sehr leicht 

aus dem Erdboden isolieren kann. Auger auf Pollen von Pinus wachst 
der Pilz auch noch auf Pollen anderer Pflanzen, z. B. von Phlox, Tropaeolum, 
Helianthus, Populus und Amaryllis (Zorr, 1887), und unsere eigenen Unter- 
suchungen zeigten, daB er auch auf Pollen von Alnus, Corydalis, Saxifraga, 
Tulipa, Narcissus, Fritillaria, Paeonia, Rosa und Chrysanthemum ibertragen 
werden kann. MU Lier gelang es, den Pilz auch auf andere Substrate, am 
besten auf abgetdtete Wurzelhaare von Sinapis zu bringen. Nicht abgetotete 
Wurzelhaare wurden nicht infiziert. Diese Feststellung berechtigt ihn zu 
der Annahme, da8 das gewdhnliche Substrat des Pilzes, der wohl haupt- 
sichlich als Saprophyt und nur gegebenenfalls als Parasit anzusehen ist, 
abgestorbene Pflanzenzellen sein miissen und nicht unbedingt Pollenkérner. 
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Rhizophlyctis rosea, die nach den bis 1938 ‘vorliegenden Unter- : 
suchungen als sehr selten galt, kann als allgemein sehr verbreitet, be-_ 
sonders an trockenen Standorten angesehen werden, wie SGRGEL ‘auch 
fiir westindische Biden feststellte, wahrend Nowakowskiella elegans, 
auch recht verbreitet, mehr an feuchten Standorten auftritt. ¢ 


Von den Blastocladiales trat in unseren Untersuchungen nur die 
Gattung Allomy yces | auf, und zwar verhiltnismaBig sehr selten. Bisher 
wurde Allom: yces in Europa lediglich in Portugal gefunden, sonst kommt — 
er in Amerika, Afrika und Indien vor, und zwar vorwiegend in tro- 1 
pischen Gebieten. Er scheint also wairmere Gebiete zu bevorzugen, 
wodurch sein seltenes Auftreten in deutschen Béden verstindlich wiirde. — 
Verwandte Formen wie Blastocladia, Blastocladiella (MattHEews 1937, 4. 
Harper und Sércer 1938) oder Sphaerocladia (Stusen 1939) konnten — 
nicht isoliert werden; dabei ist Sphaerocladia nach SOrceEL in west-— 
indischen Béden durchaus nicht selten. Es scheint sich bei diesen Gat-— : | 
tungen ebenfalls hauptsachlich um Vertreter der tropischen Klimate ne 
handeln; jedenfalls kénnen die Ergebnisse der Resistenzversuche, bei_ 
— denen sich Allomyces als ziemlich ‘empfindlich gegen niedrige Tempe- 7 
_ raturen zeigte, diesen Schlu8 nur unterstiitzen. 


Der haufigste Vertreter der Saprolegniales bei unseren Unter 
suchungen ist Aphanomyces. Die Feststellung von NieTHAMMER (1937), dai — 
er hiufig in Béden, welche mit Riiben bestanden sind, vorkommit, kann be-_ 
stitigt meen Er wurde mehrfach aus Riibeniickern isoliert, ebenso aus | 4 
einem Getreideacker, der im Vorjahr mit Riiben bepflanzt war. 

Von der Gattung Saprolegnia wurde mit Sicherheit nur Saprolegnia 
Thureti bestimmt, die immerhin nicht ganz selten war. Im allgemeinen gill — 
aber wohl Hounks Feststellung, nach der jedem Sporulationsmodus eine 
bestimmte Umgebung entspricht, so daB deshalb auch relativ wenig Gat-_ 
tungen isoliert werden konnten. 


In 6dkologischer Hinsicht haben unsere Dnteranokene keine | 
weitgehenden Aufschliisse erbracht. Die mannigfachen Faktoren, wie Luft- 
feuchtigkeit, Wind, Temperatur, Laubdecke usw., die nach FRIEDRICH (1940) | 
fiir die hoheren Pilze von Bedeutung sind, ferner die Art der Baume und 
der bodenbedeckenden Krautschicht am Standort, die nach Haas (1933) bei 
Mykorrhizabildung sehr wichtig sind, scheinen ohne EinfluB auf die Verteilung 
der niederen Phycomyceten zu sein. Wihrend oft angegeben ist, daB_ 
hohere Pilze saure Béden bevorzugen sollen, konnte A. RiprEL (1940) beiy’ 
Aspergillus niger feststellen, da dieser sowohl auf sauersten wie auf | 
Carbonatbéden vorkommt. Auch die niederen Phycomyceten stellen an die~ 
Bodenreaktion keine besonderen Anspriiche (Lunp 1934). Ubereinstimmend 
mit den vorstehenden Ergebnissen schreibt Greis (1943), dal Pythium de 
Baryanum in Biden von pu 3,5 bis 9,5 vorkommt, Eine gewisse Bedeutung 
hat dagegen auch fiir die Phycomyceten die Bodenstruktur.. Nach Nter- 
- HAMMER sind locker gelagerte B6den wie Sandbéden meist reicher an Pilzen als 
dicht gelagerte Lehmbéden, wihrend nach Ansicht yon Grets (1943) gerade 
Sandbéden pilziirmer als Lehmbéden sind. Fiir die niederen Phycomyceten 
‘stimmen unsere Ergebnisse mit den Angaben von Greis iiberein. Bindige 
Lehmbéden sind meist feuchte Boden, dies diirfte wohl in erster Linie aus-— 
schlaggebend fiir die Phycomyceten sein, wihrend die an sich groébere und © 
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damit besser durchliiftete Struktur der Sandbéden fiir die Phycomyceten 
wehl erst in zweiter Linie eine Rolle spielt. 

Uberraschend ist die relativ groBe Widerstandsfihigkeit unserer zarten 
»Algen‘-Pilze gegen Austrocknung, Hitze und Kiilte. Rhizophidium 
pollinis und eine andere Rhizophidium-Art sowie Rhizophlyctis rosea, 
Allomyces und Pythiwn entwickelten sich noch aus seit 8 Jahren in 
nicht luftdicht verschlossenen Schachteln aufgehobener und vollig ausge- 
trockneter Erde; man darf wohl vermuten, da® sie auch nach noch 
Iingerer Zeitdauer lebensfiihig wiiren. Andere Formen, so Nowakowski- 
ella elegans, Thraustotheku, Dictyuchus, Saprolegnia und Aphanomyces 
gingen bei unseren Austrocknungsversuchen schon innerhalb von 
14 Tagen zugrunde. 

Die Widerstandsfihigkeit gegen Hitze ist bei den niederen Phyco- 
myceten offenbar nicht sehr gro, aber einige von ihnen (Rhizophidiuim 
pollinis, Rhizophidium sp. und Allomyces) kénnen doch Temperaturen bis zu 
70°C ertragen. 

Gegen Ka&lte scheinen Pilze mindestens teilweise nur wenig empfind- 
lich zu sein: so fand KArcuer (1931), daB verschiedene Pilze, u.a. Hefe und 
Aspergillus niger, durch 13-stiindigen Aufenthalt in fliissiger Luft nicht abge- 
tétet wurden, und nach Macrapyen (1907) verlieren Schimmelpilzsporen, die 
1 Woche lang in fliissige Luft gebracht wurden, ihre Keimkraft keineswegs. 
Bei unseren Untersuchungen erwiesen sich Rhizophidium pollinis, Rhizo- 
phidium sp. und Rhizophlyctis rosea nach 1-stiindiger Behandlung mit 
fliissiger Luft als noch nicht abgetétet. Nowakowskiella, Allomyces, Thrausto- 
theka, Dictyuchus, Saprolegnia und Aphanomyces gingen aber schon durch 
7-stiindigen Aufenthalt bei — 20° zugrunde. 

Die niederen Phycomyceten stellen offenbar geringe Anspriiche an 
das Substrat und die AuBenbedingungen, wodurch sich ihre allgemeine, 
starke Verbreitung verstehen lift. Es l48t sich bei ihnen innerhalb 
Deutschlands auch kein Unterschied in der geographischen Verteilung 
nachweisen, wie ihn etwa Rieret fiir Aspergillus niger feststellen konnte, 
dessen Hiufigkeit yom nérdlichen zum siidlichen Deutschland zunimmt. 
Sie sind nicht wie viele héhere Pflanzen an ganz bestimmte Biotope ge- 
bunden, wenn sie auch manchmal gewisse Standorte bevorzugen, wie 
z.B. Rhizophlyctis rosea, die hiiufiger in trockenen als in feuchten vor- 
kommt. 


VII. Zusammenfassung. 


144 Erdproben aus verschiedenen Teilen und Ortlichkeiten Deutsch- 
lands wurden auf ihren Gehalt an niederen Phycomyceten untersucht. 
Dazu wurden die Erden in Wasser aufgeschwemmt und Kéder hinzu- 
_ gegeben, auf denen sich dann die Pilze entwickelten. Im ganzen wurden 
1615 Ansiitze gemacht. Dabei ergab sich: 

1. Niedere Phycomyceten waren in nahezu jeder Erde vorhanden. 

2. Thre Verbreitung iiber das untersuchte Gebiet ist ziemlich gleich- 
mabig. 

3. Die hiiufigsten Vertreter waren Pythium, Rhizophlyctis, Rhizo- 
phidium und Nowakowskiella. Auberdem wurden Pseudolpidium, Ol- 


Archiv fiir Mikrobiologie. Bd. 14. 16 


238 ELLEN Remy: 


pidium, Pleolpidium, Cladochytrium, Allomyces, Thraustotheka, Dictyu- 
chus, Brevilegnia, Saprolegnia, Achlya, Aphanomyces und Pythio- 
morpha gefunden. 

4. In 1 cem Erde waren bei rund */s der B6den 5 Gattungen enthalten 
(hiiufigst vorkommende Anzahl); vollig pilzfrei waren nur 3 Proben; 
und in je 1 waren 9 bzw. 10 Gattungen vorhanden. 

5. Waldboden erwies sich als arm an niederen Phycomyceten, das- 
selbe gilt fiir unbearbeitetes, unkultiviertes Land; dagegen sind Gebiete, 
die mit Mensch und Vieh in Beriihrung kommen, wesentlich starker 
besiedelt. 

6. Feuchte Standorte waren besonders reich an Phycomyceten. Zeit- 
weise stark austrocknende Standorte zeigten jedoch auch ein durchaus 
beachtliches Pilzvorkommen. 


7. Lehmbéden waren von Phycomyceten stiirker besiedelt als Sand- 
béden. 

8. Eine Abhiingigkeit in der Hiiufigkeit der niederen Phycomyceten 
von der Bodenaciditat scheint nicht zu bestehen. 

9. Die Resistenz gegen Trockenheit ist bei einigen Formen sehr grob, 
Rhizophidium, Rhizophlyctis, Nowakowskiella, Allomyces und Pythium 
waren noch aus 8Jahre trocken aufbewahrten Béden herauskulti- 
vierbar. 

10. Von Rhizophidium wnd Allomyces werden Temperaturen bis zu 
70° C ertragen. 

11. Zwei Gattungen der Chytridiales, niimlich Rhizophidium und 
Rhizophlyctis, besitzen eine grobe Widerstandsfihigkeit gegen Kalte. 
Sie sind nach 1-stiindigem Aufenthalt in fliissiger Luft noch lebensfiihig. 

12. Wihrend aus den deutschen Béden 21 Gattungen isoliert wurden, 
hat Sorcer (1941) aus westindischen Erden 29 Gattungen herausge- 
ziichtet. 

Herrn Professor Dr, RicuArp Harper danke ich fiir die Uberlassung des 
Themas und das stete Interesse, welches er dieser Arbeit entgegenbrachte. 
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Prof. Dr. E. Schaffnit). 


Untersuchungen iiber die Beziehungen zwischen 
Ophiobolus graminis und anderen Organismen 
mit Hilfe der Aufwuchsplattenmethode. 


Von 
A. GERHARD WINTER. 


Mit 26 Textabbildungen. 
(Hingegangen am 17. Januar 1948). 


In einer Reihe fritherer Arbeiten ist dargelegt (WinTER 1939, 1942), 
daB die Entwicklung von Ophiobolus graminis, des Erregers der Ophio- 
bolose oder Schwarzbeinigkeit des Weizens, im natiirlichen Boden 
durch die Titigkeit verschiedener Bodenorganismen stark gehemmt 
wird. Diese Feststellung gilt zunichst fiir die sogenannten Laufhyphen 
des Pilzes. Sie tragen die Infektion auf der Wurzeloberflaiche voran, 
entsenden dabei parasitierende Seiteniiste in die Wurzel und stellen die 
parasitische Phase des Pilzes dar. Das gleiche trifft auch fiir das sapro- 
phytische Myzel des Pilzes zu, das sich in Abwesenheit der Wirtspflanze 
im Boden entwickeln kann (WinTER 1947). Partielle Bodensterilisation 
mit Hitze oder Chemikalien beseitigt diese Entwicklungshemmung in 
weitem Umfang?). 

Nach allen bisherigen Feststellungen beruht diese giinstige Wirkung 
partieller Bodensterilisation nicht auf einer Nihrstoffaufschliefung, sondern 
auf der Zerstérung antagonistischer Mikroben bzw. ihrer Stoffwechselpro- » 
dukte oder Toxine. Unentschieden blieb, ob die antagonistische Wirkung auf | 
die Ansiedlung von Bodenmikroben in niichster Niihe der Pilzhyphen zuriick- - 
zutiihren ist, die mit ihren Stoffwechselprodukten Ophiobolus graminis un- - 
mittelbar angreifen, oder ob vielleicht sogar von Parasitismus gesprochen | 
werden kann. Vor allem bestand aber die Méglichkeit, da die entwicklungs- - 
hemmenden Stoffe in die Bodenlésung abgeschieden werden, und nach Dif- - 
fusion und Verteilung im Boden eine summarische Wirkung aller Mikroben 
resultiert. Das wiirde also bedeuten, dab die antagonistische Wirkung nicht 
an eine unmittelbare Nachbarschaft der beiden Partner gebunden ist. Die Ab- - 
hingigkeit der Laufhyphenentwicklung von der Bodenfeuchtigkeit in ver-- 
schiedenen Erd-Sand-Gemischen (WinreR 1939b) machte es nun sehr wahr- - 
scheinlich, dafi die Bodenlésung als solche wesentliche Anteile der antago- - 
nistischen Toxine gelést enthiilt, ihre Konzentration daher fiir den Hemmungs- 
effekt erhebliche Bedeutung besitzt. Ein wirklich eindeutiger, unmittelbarer 
Nachweis dieser Wirkung war jedoch bisher nicht zu erlangen (WINTER 1942). . 

Kine Klirung dieser Frage war umso dringlicher, als nach den Unter- - 
suchungen von WEINDLING (1932, 1934) Trichoderma lignorum — allerdings in 
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‘ Vel. zur Okologie und Biologie von Ophiobolus graminis insbesondere : 
auch die Arbeiten von GARReErT, die referiert sind bei 8S. D. Garrerr: The take- » 
all disease of cereals, Imp. Bur. Soil Sci, 1942, Techn. Communication No. 41. . 
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i kiinstlicher Kultur -— durch Ausscheidung eines letal wirkenden Stoffes eine 
jantagonistische Wirkung auf Rhizoctonia solani, Phytophtora parasitica und 
{ andere Parasiten ausiibt, Das Trichoderma-Myzel sucht die unmittelbare Nihe 
H der genannten Pilze auf, umwiichst sie z. T. spiralig, tétet sie mit Hilfe 
eines Toxins ab und dringt friiher oder spiter in die Hyphen ein, 
a Es ist aber nicht von der Hand zu weisen, daB derartige Vorgiinge, auch 
) im natiirlichen Boden, fiir Ophiobolus graminis eine erhebliche Bedeutung 
} besitzen. Voraussetzung fiir die Entscheidung dieser Frage ist eine Methode, 
| mit deren Hilfe das Ophiobolus-Myzel und seine méglichen Antagonisten 
jim natiirlichen Boden in unveriinderter Lage beobachtet werden kénnen. 
| Winter (1947) erweiterte nun die Cholodny-Methode, indem er pilzdurch- 
} wachsene Agarstiickchen auf den Objekttriger brachte und nach mehr oder 
# minder langem Verweilen im Boden das Wachstum des Pilzes auf der Glas- 
| oberfliche beobachtete bzw. maB?, 
Diese Methode mufte — insbesondere nach Anfirbung der Priipa- 
/ rate, auf die bei quantitativen Messungen des Pilzwachstums verzichtet 
j werden konnte — auch zur Beobachtung des Zusammenlebens ver- 
schiedener Pilze, also des kiinstlich auf dem Objekttriger in den Boden 
gebrachten Ophiobolus und sich auf dem Objekttriger entwickelnder 
anderer Organismen, benutzt werden kénnen. Dabei ist es sogar még- 
lich, durch das Aufbringen zweier verschiedener bekannter Pilze auf den- 
selben Objekttriger ihre gegenseitigen Beziehungen und Beeinflussungen 
im natiirlichen Milieu zu beobachten. Fiir einleitende Beobachtungen in 
dieser Richtung schien es angebracht, gerade in solchen Experimenten, 
die besonders auffallende Unterschiede in der Entwicklung von Ophio- 
bolus graminis zeigten, dem Auftreten anderer Bodenmikroben und 
ihrem Zusammenleben mit Ophiobolus erhédhte Aufmerksamkeit zu 
schenken. 


A. Methodisches. 


Unsterilisierte und partiell sterilisierte (2 Stunden bei 98° C) Gartenerde 
(ein leicht sandiger Lehm) mit einem Feuchtigkeitsgehalt von 40°/o der maxi- 
malen Wasserkapazitét wurde in Petrischalen gebracht, in die vorher Objekt- 
triger eingelegt waren, die auf ihrer Oberfliche jeweils 2 kreisrunde, von 
Ophiobolus graminis bewachsene Agarstiickchen von 6mm Durchmesser 
trugen (vgl. Winter 1947). Nach verschiedenen, aus der Abb. 1 zu ersehenden 
Zeitabstiinden wurden die Objekttriger aus den Petrischalen entfernt und 
das maximale Wachstum der Hyphen auf der Glasplatte durch Ausmessen 
der Distanz zwischen Agarrand und den am weitesten vorgedrungenen 
Spitzen der Hyphen bestimmt. Um jedes Agarstiickchen wurde die grifte 


2 Bei einem Besuch in Rothamsted im Mai 1947 ergab sich im Gesprach 
mit S.D.Garrerr, daB von seinem Schiiler Biarr annihernd die gleiche 
Methode zur Untersuchung von Rhizoctonia solani verwendet wurde. Dic 
Arbeit war mir infolge des Krieges bis dahin unbekannt. Vgl. Biair, I. DE 
Behaviour of the fungus Rhizoctonia solani Kiihn in the soil. Ann. Appl. 
Biol. 30, 118, 1943. Doch erwies sich in eigenen Versuchen diese Methode 
gerade fiir Rhizoctonia solani als ungeeignet, da die Hyphen nicht auf dem 
Objekttriiger haften und bei Verwendung 6mm grofer Impfstiicke der Pilz 
unter allen untersuchten verschiedenartigsten Bedingungen mit Hilfe des 
Nihrstoffvorrats der Plittchen so sark auswichst, daB die ganze Erde itber 
der Glasplatte bis zu einer Héhe von 2cm durch die Hyphen brotartig ver- 
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Ausdehnung mit Hilfe eines Kreuztisches in 4 um jeweils 90° differierenden 
Richtungen festgestellt. Der Mittelwert aus 30—40 Messungen ist jeweils in 
der Abb. 1 eingetragen. 


partiell sterilister? 


2. SG SAE STO ee IC ET ETC TE 
Wochen 


Abb. 1. Hyphenlangen von Ophiobolus graminis auf Cholodny- 
Platten nach verschieden langem Verbleiben in partiell sterili- 
siertem und natiirlichem Boden. 


B. Ergebnisse. 

Der gegenliiufige Charakter des Wachstums in natiirlichem und par- 
tiell sterilisiertem Boden tritt klar hervor. Zunichst ist das Wachstum 
im partiell sterilisierten Boden ungleich besser als in natiirlicher Erde. 
Die Entwicklung wird dann aber regelmiifig schlechter, bis die Myzel- 
ausbreitung viel geringer ist als im unbehandelten Boden. Umgekehrt in 
natiirlicher Erde. Hier nimmt die maximale Hyphenlinge, wenn auch 
sprunghaft, zu, bis die gefundenen Werte die Myzelentwicklung in par- 
tiell sterilisiertem Boden weit iibertreffen. Wesentlich zum Verstiandnis 
dieses Kurvenverlaufes und einiger, bei seiner niheren Betrachtung auf- 
fallender Eigenheiten sind zwei Erscheinungen: 

1. Der Pilz wiichst3 entweder in Form eines schwachwiichsigen, 
hyalinen, stark verzweigten, diinnzelligen Myzels, oder er bildet ein- 
zelne, kraftigere, dunkelgefirbte, weitauswachsende, wenig verzweigte 
Hyphen (nach Art der Laufhyphen) aus. In dem partiell sterilisierten 
Boden entwickelt sich der Pilz aus den Agarstiickchen heraus sofort | 
in Form der Laufhyphen, die dementsprechend hohe Wachstumswerte 
erreichen. Dagegen entstehen in dem natiirlichen Boden zuniichst hya- 
line Hyphen, denen erst spiter Laufhyphen nachfolgen. Ist in dem 
unsterilen Boden, wie nach 6, 7 und 10 Wochen (vgl. Abb. 1), sehr ge- 
ringes Wachstum festzustellen, so beobachtet man in jedem I'all das 
Fehlen von a ered ak Umgekehrt ist bei unverhiltnismifbig gutem 
Wachstum, wie nach 5 Wochen, eine friihzeitige Ausbildung von Lauf- 
hyphen festzustellen. 

2. Die scheinbar abnehmende Ausbreitung der Laufhyphen in steri- 
lisiertem Boden wird nur durch eine nach wenigen Wochen beginnende 
fd Zersetzung des Myzels vorgetiiuscht. Sie veranlaBt beim Herausnehmen 


3 : Das »normale* Wachstum auf CuoLopyy-Platten zeigt Abb. 18. 
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der Objekttrager aus dem Boden ein Ablésen und Abreien der abge- 
storbenen, morschen Hyphen. Hiervon werden die duBeren, jiingsten 
Teile des Pilzrasens am stiirksten betroffen, so da® mit zunehmender 
Zersetzung eine immer kiirzere Hyphenlinge gemessen wird. Die rasche 
Kinstellung des Hyphenwachstums und der friihzeitige Beginn der Zer- 
setzung bedingen im Augenblick der Abtétung nur relativ geringe 
Altersunterschiede zwischen den iiltesten und jiingsten Myzelteiien. Bei 
der Langlebigkeit der Laufhyphen muB& daher das ganze Myzel gleich- 
zeitig von der letalen Einwirkung betroffen worden sein. Dann wird 
aber das zarte, jiingere Myzel wahrscheinlich der Zersetzung friiher an- 
heimfallen. 


_ Zieht man in Erwiigung, daB auf die teilweise Zerstérung der Boden- 
mikroben durch die partielle Sterilisation sehr rasch eine Vermehrung 
der Bakterien- und Pilzzahlen auf einVielfaches der vor der Sterilisation 
gemessenen Werte folgt, so wird man sehr leicht vermuten, daf diese 
Uberentwicklung zunichst das Wachstum verhindert und dann zur Zer- 
setzung des wachstumsunfaihigen Myzels fiihrt. Es erschien daher ange- 
bracht, die Objekttrager nach der CHotopny-Methode (nach Anfirben 
mit Erythrosin bzw. Lérrrers Methylenblau s.u.) auf Zahl und Art der 
vorhandenen Mikroben zu untersuchen. 


In dem unbehandelten Boden wurde eine Population verschiedener 
Pilze, Actinomyceten und Bakterien beobachtet (s. Abb. 4). Dagegen 
war in dem partiell sterilisierten Boden eine geradezu phantastische 
Entwicklung von Actinomyceten (Abb.2) eingetreten. Sie wucherten 
gleichmaBig iiber den ganzen Ob- 
jekttriiger hinweg. Es fehlte so gut 
wie jedes Wachstum von Pélzen und 
Bakterien. Die Actinomyceten sie- 
deln sich dabei gerne auf den Hy- 
phen von Ophiobolus gramminis an 
(Abb, 3). Auch Demeter und MossEL 
(1933) haben bereits die Vorliebe 
der Actinomyceten fiir Pilzhyphen 
beobachtet. Ob es sich hier aber um 
lebende oder tote Myzelien handelte, 
wie also das Verhiltnis der beiden 
Partner zu deuten war, haben die 
beiden Autoren nicht entscheiden 
kénnen. In unserem Fall war der 
Objekttriger nur 14 Tage im Boden 
verblieben, und die Aufnahme zeigte 
Strahlenpilze auf den fuferen, ja 
den jiingsten Teilen der Ophiobolus- 
Kolonie. Offensichtlich befand sich Abb. 2. Uberentwicklung von Actinomyceten 


nach partieller Sterilisation. Dazwischen 


di iv zel im Zustand kraf- — einzetne schon zerfallene Ophiobolus-Hy phen. 
pieces Junge MY. : r 28 Tage nach dem Einbringen in den Boden. 
tigsten Wachstums (das Wachstum (264 X). 


a 
| 
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im partiell sterilisierten Boden ist ja zunichst ausgezeichnet), als es von 
dem Strahlenpilz iiberwachsen wurde. Dieser Besiedlung mu tiberaus 
rasch das Absterben und die Auflésung der Hyphen gefolgt sein; standen 
doch, zumal es sich um die jiingsten Teile des Myzels handelte, fiir die 
Besiedlung, Abtétung und Zerstérung nur wenige Tage zur Verfiigung. 
Unentschieden mu bleiben, ob diese Abtétung durch Ausscheidung von 
Antibioticis auBerhalb der Pilzhyphen oder nach Eindringen des Actino- 
myceten in die Pilzhyphen erfolgt ist. Mikroskopisch und zeitlich ist 
hieriiber keine Entscheidung zu treffen. 


eit a 


Abb. 3. Von Actinomyceten besiedelte zerfallende Ophiobolus-Hyphen in 
partiell sterilisiertem Boden. 14 Tage nach Einbringen der Objekttrager 
in den Boden (252 X), 


Auch solche Myzelteile von Ophiobolus graminis, die nicht un- 
mittelbar von Actinomyceten besiedelt waren, stellten ihr Wachstum 
ein. Dariiber hinaus wurde auch, wie die ausschlieBliche Besiedlung 
der Objekttriger mit Strahlenpilzen zeigt, jegliches Gedeihen anderer 
Bodenmikroben nach der partiellen Sterilisation verhindert. Die tiber- 
miBige Entwicklung von Actinomyceten wirkt also schon nach ganz 
kurzfristiger Anreicherung von Hemmungsstoffen im Boden antago- 
nistisch auf alle anderen Bodenmikroben. 

Somit diirfen wir annehmen, da$ die Hemmung des Pilzwachstums 
und der nachfolgende oder gleichzeitige Zerfall der Hyphen im partiell 
sterilisierten Boden auf verschiedene Weise verursacht werden kann. 

1. Durch Toxinbildung der Actinomyceten, die auch auf gréRere 
Lintfernung tiber die Bodenlésung wirkt, 

2. durch Toxinausscheidung unmittelbar den Hyphen aufliegender 
Actinomyceten, die nach dem Tode teilweise in das Myzel eindringen, 
oder aber — was einwandfrei nicht zu beweisen ist — bereits in dem 
lebenden Organismus schmarotzen. Zweifelsohne aber miissen wir be- 
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j reits die Abtétung durch unmittelbar aufsitzende Hyphen als Parasi- 
tismus bezeichnen, zumal die so abgetéteten Hyphen von dem gleichen 
Organismus so gut wie ohne Mitwirkung anderer Bodenmikroben zer- 


setzt werden. 


Kin vergleichender Gesamtiiberblick 1iBt dabei keinen Zweifel, da 
die mittelbare Hemmung und Abtétung des Pilzes durch die in der 
_Bodenlésung vorhandenen antibiotischen, von den Actinomyceten in sie 

abgeschiedenen Stoffe, den weitaus wichtigeren ProzeB darstellen. Auch 
bei dichtester Besiedlung der Objekttriger mit Strahlenpilzen hilt sich 
der Prozentsatz unmittelbar durch Actinomyceten besiedelter Ophio- 
bolus-Hyphen in bescheidenem Rahmen und darf im Mittel auf 10—20°/o 
geschatzt werden. 

Die Hemmung und der spitere Riickgang des Wachstums in partiel! 
sterilisiertem Boden diirfen somit als weitgehend aufgeklirt angesehen 
werden. Es bleibt zu untersuchen, ob sich die Beeintrichtigung der 
Ophiobolus-Entwicklung im natiirlichen Boden auf eine oder mehrere 
der oben genannten Méglichkeiten zuriickfiihren lift, niimlich: 

a) Parasitierung durch andere Organismen, 

b) Toxinbildung in unmittelbarer Hyphenniihe, 

c) Mittelbare Toxinwirkung durch Ausscheidung in die Bodenlisung. 

Fiir diese Untersuchungen war es von entscheidender Bedeutung, daB 
die Objekttriger einer doppelten Firbung mit Phenylerythrosin und Lorriers 
Methylenblau unterzogen wurden. Ophiobolus graminis nimmt nimlich Ery- 
throsin kaum an, wahrend andere Bodenorganismen stirker mit Phenylery- 

throsin als mit dem Methylenblau angefirbt werden kénnen. Insbesondere 
wurde nach der Phenylerythrosinfiirbung kein Methylenblau mehr durch die 
weit tiberwiegende Zahl der Bodenpilze aufgenommen. Die Firbung wurde 
in der Weise durchgefiihrt, daB die Objekttriger nach der Phenylerythrosin- 
behandlung mit Leitungswasser abgespiilt und in Methylenblau iibergefiihrt 
wurden. Die Dauer der Farbung konnte ohne Beeintrichtigung der Resultate 
weitgehend variiert werden. Auf diesem Wege wurden sehr kontrastreiche 
Bilder erhalten, die eine auBerordentlich gute Beobachtung der Beziehungen 
von Ophiobolus graminis zu anderen Bodenpilzen und Bakterien erméglichen 
und insbesondere auch bei dichtester Aneinanderlagerung von Ophiobolus 
graminis und anderen Pilzen eine Unterscheidung der Partner erlaubten. 

Die Zusammensetzung der Bodenmikroflora erwies sich wie erwahnt 
im Vergleich zu der partiell sterilisierten Erde als véllig anders ge- 
artet. Die Abb. 4 gibt davon eine gute Vorstellung. Es handelt sich bei 
den groBen Zellen um Myzel von Ophiobolus graminis, das. sklerotialen 
Charakter hat und von Pilzen, Actinomyceten und Bakterien dicht be- 
siedelt ist. Von einer einseitigen Entwicklung bestimmter Organismen 
ist auf simtlichen untersuchten CHotopny-Platten nichts zu bemerken; 

in allen Bereichen treten Pilzhyphen, Bakterienkolonien und Strahlen- 
pilze auf, ohne daB iiber gréfere Flichen hin eine Art vorherrscht. 

Die Oberfliiche der Hyphen, und zwar auch junger, wachstums- 
fiihiger, sich noch entwickelnder Myzelien ist tiber weite Strecken hin 
mit Bakterien dicht besetzt. Schon Demerer und Mosser (1933, 5. 88) 
beschreiben Anhiiufungen von Bakterien an absterbenden und lebenden 
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Hyphen. Ganz offensichtlich bieten die Ausscheidungen oder die Uber- 
reste der Hyphen einigen Bakterien giinstige Wachstumsbedingungen. 
is darf aber keinem .Zweifel unterliegen, da die Hyphen ihrerseits 
unter solchen Umstiinden einer eventuellen antibiotischen Wirkung durch 
die Bakterien besonders stark ausgesetzt sind. Das gleiche gilt hier 
wie im partiell sterilisierten Boden fiir die Actinomyceten, deren hypho- 
trope Eigenschaften auch hier wieder deutlich in Erscheinung treten. 


Abb. 4. Zertallende sklerotiale Hyphenknaule von Ophiobolus 

graminis in natiirlichem Boden. Dichte Besiedlung der 

Hyphen und des Objekttriigers mit Actinomyceten und ver- 
schiedenen Bakterienkolonien (552 >), 


Die Strahlenpilze sind hier allerdings im wesentlichen auf die Ophio- 
bolus-Hyphen beschrinkt. ,,Freies*s Actinomyceten-Myzel ist eigentlich 
nur ,,auf dem Weg‘ von einer Ophiobolus-Hyphe zur anderen zu beob- 
achten. 


Ganz besonderes Interesse verdient aber die gegenseitige oder ein- 
seitige Beeinflussung verschiedener Pilze. Es zeigt sich niimlich, dal 
zwischen Ophiobolus graminis und einer Reihe verschiedener Boden- 
pize aus der Klasse der Phycomyceten und Ewmyceten engste Bezie- 
hungen bestehen, Zumeist aindert Ophiobolus graminis seine Wuchsform 
beim Zusammentreffen mit anderen Pilzen nicht, sie tiben also keine 


Anziehungskraft auf ihn aus. Dagegen pabt sich der Partner — durch 
irgendwelche Tropismen gefiihrt — der Wuchsform von Ophiobolus 


graminis mehr oder weniger stark an, so dab er streckenweise gar nicht, 
oder trotz der verschiedenen Fiirbung nur sehr schwer zu erkennen ist. 
Die verschiedenartigen Beziehungen zwischen den Bodenpilzen und 
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Ophiobolus graminis werden im folgenden am anschaulichsten an Hand 
von Mikrophotographien dargelegt. 
Vorher sei nochmals darauf hingewiesen, daB die Identifizierung des 
-Ophiobolus-Myzels in jedem Falle trotz fehlender Fruktifikation sichergestelit 
ist. Es ist nach einiger Ubung bei Ausbildung der dunklen Laufhyphen mit 
absoluter Zuverlissigkeit an seinem Habitus erkenntlich. AuSerdem kann 
seine Identitét durch den Nachweis der Entstehung aus den Hyphen des aut 
den Objekttrager gebrachten Impfstiickes erwiesen werden. Drmerer und 
Mosse. schlugen, um dieses Ziel zu erreichen, die Sterilisierung des Bodens 
und Beimpfung mit Reinkulturen eines Pilzes oder Bakteriums vor. Dabei 
waren sie sich der praktischen und theoretischen Schwierigkeiten bewuBt, 
die ein solches Verfahren durch die grofe Infektionsgefahr und vollige 
Verinderung des Bodens infolge Sterilisation in sich birgt. Der ganze Vor- 
teil der von Winter (1947) eingefiihrten Verbesserung der CuoLopny-Methode 
durch Aufbringen des pilzdurchwachsenen Agarstiickchens auf die Objekt- 
trager erweist sich bei diesen Versuchen, Es wird ein Einblick in die wirk- 
lichen, im natiirlichen Boden vorhandenen Verhiltnisse gewonnen, die der 
Untersuchung bisher unzugiinglich waren. 
Eine verhiltnismafig lockere Bindung eines Phycomyceten an 
Ophiobolus-Hyphen zeigt die Abb.5. Das Myzel des Phycomyceten 


i i send 
Abb. 5, Phycomyceten-Myzel von einer Ophioholus-Hyphe zur anderen wachs 
und diese streckenweise begleitend. 63 Tage nach Einbringen der Objekt- 
triger in natiirlichen Boden (264 *). 


zieht sich geradlinig und spinnwebartig von einer aur anderen dunkler 
gefiirbten und kriftigeren Ophiobolus-Hyphe. Es wird an derselben oft 
“um 90° aus der urspriinglichen Richtung abgelenkt, wachst eine mehr 
oder minder lange Strecke parallel mit den Ophiobolus-Zellen, um sich 
dann wieder aus ihrem Bereich herauszubegeben. Die Abb.6 gibt 
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einen stiirker vergréBerten Ausschnitt mit dem gleichen Begleitpilz. 
Man erkennt eigenartige fingerférmige Verzweigungen des Phyco- 
myceten und kann vor allem das Heranwachsen und Anlegen an die 
Ophiobolus-Hyphen gut beobachten. In ihrem weiteren Verlauf liegen 
dann die helleren Hyphen streckenweise so dicht unter den Ophiobolus-_ 
Zellen, da® sie nicht zu erkennen sind. Bakterienanhiufungen in Hyphen- 
niihe sind gleichfalls zu beobachten. 


Abb. 6. Dasselbe Myzel wie in Abb. 5. Heranwachsen der 
Hyphen an Ophiobolus graminis (252 X.) 


Kinen Phycomyceten anderer Wuchsform mit kriftigeren Hyphen 
zeigt die Abb. 7. Die Bindung an Ophiobolus ist auch in diesem Falle 


Abb. 7. Das helle Phycomyceten-Myzel paBt sich den Ophio- 
bolus-Hyphen streckenweise an (252 IB 
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Abb. 8. Septiertes Myzel schmiegt sich dem Verlauf der 

Ophiobolus-Hyphen in natiirlichem Boden an. 63 Tage 

nach Einbringen der Objekttriiger in den Boden (252 ras} 
keine sehr feste. Der Pilz wiichst immer wieder aus dem Bereich der 
Ophiobolus-Hyphen heraus. Aber wie eine Betrachtung mit geringerer 
VergroBerung zeigt, ist eine kriftige Entwicklung des Phycomyceten- 
Myzels nur in der naheren Umgebung des Ophiobolus méglich. 

Es sind aber nicht nur Phycomyceten, die als Begleiter von Ophio- 
bolus graminis auftreten. In der Abb. 8 erkennt man deutlich, wie ein 
septiertes Myzel sich der Wuchsform von Ophiobolus graminis voll 
kommen angepabt hat, so da® die gesamten, 
von Ophiobolus durchgefiihrten kleineren und 
groéBeren Anderungen in der Hyphenrichtung 
von dem Begleitpilz auf fast pedantische Art 
mitgemacht werden. 

Besonders instruktiv ist die Verzweigung 
des hellen an Ophiobolus graminis heran- 
wachsenden, septierten Myzels in der Abb. 9. 
Das Myzel verzweigt sich entsprechend der 
Gabelung des Ophiobolus und begleitet jede 


Abb. 9. Septiertes Myzel wiichst 


der 3 Hyphen tiber weite Strecken hin. Auch 
die Fruchtform des Begleitpilzes wurde be- 
obachtet. Eine Bestimmung war jedoch leider 
unméglich. 

In den bisherigen Beispielen beschrinkten 
sich die Begleitpilze anscheinend darauf, eng 
angeschmiegt an die Hyphenoberflache den 
Ophiobolus-Myzelien zu folgen. Kin Kindringen 


in natiirlichem Boden an eine 
sich verzweigende Ophiobolus- 
Hyphe und teilt sich entsprechend 


dem Verlauf des Ophiobolus- 
Myzels in 3 Hyphen, die dann 
Ophiobolus iiber weite Strecken 
hin begleiten. Die Pfeile weisen 
auf die Stellen, an denen das be- 
gleitende Myzel neben den 
Ophiobolus-Hyphen hervortritt. 
120 Tage nach Einbringen der 
Objekttriiger in den Boden 
(252 X ). 
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in die Zellen des von ihnen begleiteten Pilzes war nicht zu erkennen, doch 

war darin angesichts der durch die Undurchsichtigkeit der Ophiobolus- 

Hyphen iuBerst erschwerten Beobachtung kein stichhaltiges Argument, 
gegen das Vorhandensein derartiger parasitischer Verhaltnisse zu sehen. ., 
Es gelang dann in der Tat in einem anderen Falle, das Eindringen einer” 
I’'hycomyceten-Hyphe in Ophiobolus-Myzel festzustellen (Abb. 10). Ein- 
wandfrei ist zu beobachten, wie der Begleitpilz die ZeHwand durchbohrt 

und ein zweiteiliges Haustorium in die Ophioboluszelle entsendet. 


Abb, 10. Phycomycet ent- 
sendet in natiirlichem 
Boden ein T-formiges Haus- 
torium in eine Ophiobolus- 


eles Pee BN atest ce Ophiobolus-Myzels. 63 Tage nach Einbringen der 


Abb. 11. Phycomyceten-Mycel, das in natiirlichem 
Boden an Ophiobolus-Myzel herangewachsen ist 
und es vollkommen zersetzt hat. Die Pleile zeigen 
auf Reste bezw. den Beginn des unversehrten 


und die seitlichen Spitzen Objekttriiger in den Boden. (144 X), 


des Haustoriums (552 >). 


Solche Beobachtungen miissen angesichts der dunklen Firbung und 
Undurchsichtigkeit der Ophiobolus-Hyphen selten bleiben. Auf anderen 
Wegen labt sich jedoch ermitteln, daB das Eindringen in die Hyphen 
sehr hiufig eingetreten sein mub. In der Abb. 11 erkennen wir niimlich, 
wie das gesamte Myzel eines Phycomyceten, und zwar ist es derselbe Pilz 
wie in der Abb. 5, an eine scharfe, helle Grenzlinie herangewachsen ist, 
die er nur an 2 Stellen iiberschreitet, um sofort wieder an eine gleich- 
artige Grenze zu stoBen. Rechts im Bild geht diese Grenze in dunkleres 
Pilzmyzel iiber, das einwandfrei aus Ophiobolus graminis-Hyphen besteht. 
In den Verlauf der hellen Grenzzone sind dunkel gefiirbte Reste von 
Ophiobolus-Myzel eingestreut. Nach rechts hin ist (auf dem Bild nicht 
au sehen) gleichfalls der AnschluB an Ophiobolus-Hyphen sichergestellt. 
Ks hat hier also offensichtlich Ophiobolus-Myzel gelegen, das von dem 
Phycomyceten begleitet wurde. Friiher oder spiiter drang dann der 
Pilz in die Ophiobolus-Hyphen ein, das Myzel wurde vollstiindig zer- 


setzt, und an seine Stelle trat schlieBlich nur das Geflecht des friiheren 
Begleitpilzes, 
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Recht eindringlich zeigt die Abb. 12 das gleiche Geschehen fiir einen: 
anderen Phycomyceten. Ophiobolus-Myzel, das sich links im Bilde 


gabelte, ist von den Hyphen 
eines Begleitpilzes umspon- 
nen und spiter durchdrun- 
gen worden. SchlieBlich sind 
die Ophiobolus-Hy phen vil- 
lig zerfallen und aufgelést. 
An ihrer Stelle sind nun 
nur noch die Phycomyceten- 
Myzelien vorhanden. So- 
wohl nach links, wie fiir 
beide Stringe der Hyphen- 
gabelung nach rechts, libt 
sich der Anschlu8 an unver- 
sehrte Ophiobolus-Hyphen 
herstellen, so da’ das 
Phycomycetengeflecht als 
das fehlende Zwischen- 
glied eines friiher einheit- 
lichen Ophiobolus-Myzels 


Abb, 12. Ophiobolus-Myzel ist in natiirlichem Boden 
durch parasitierende Hyphen eines Begleitpilzes zer- 


-erscheint. setzt. An Stelle cer sich links im Bild gabelnden Ophio- 


C bolus-Hyphe liegt nunmehr ein Geflecht von Phycomy- 
Sowohl in der Abb. 11 ceten-Myzel, das das Ophiobolus-Myzel vollkommen um- 


wie in der Abb. 12 ist nach sponnen und durchdrungen hat. Die Pfeile kenn- 


beiden Seiten der AnschluB 
an allem Anschein nach 


zeichnen die friihere Lage der Ophiobolus-Hyphen 


(252 X). 


noch lebendes Myzel vorhanden. Man kann sich daher nicht dem Hin- 
druck entziehen, da durch den Angriff des Pilzes die von ihm be- 
rihrten Ophiobolus-Myzelien abgetétet, die Hyphen friiher oder spater 


Abb. 13. Myzel eines Begleitpilzes liegt 

beiderseits von Ophiobolus-Hyphen. Eine 

besonders kraftige Entwicklung des Myzels 

in der Nahe der Ophiobolus-Hyphen ist 
feststellbar (264 X). 


auch von dem Begleitpilz durchsetzt 
und schlieBlich resorbiert wurden. 
Beiderseits der Ophiobolus-Hy- 
phen liegende Zellen eines Begleit- 
pilzes zeigt die Abb. 13. Auffallend 
ist hier, wie stark die Entwicklung 
des Begleitpilzes in der Nihe der 
Ophiobolus-HAyphen geférdert ist. 
SchlieBlich sei noch auf eine 
eigenartige, besonders autfallende 
Form begleitender Phycomyceten 
hingewiesen. Ohne Beriihrung mit 
Ophiobolus-Myzel zeigt dieser Pilz in 
der Regel einen normalen Habitus 
mit regelmiBiger Verzweigung und 
Hyphendicke. Nur sehr selten wach- 
sen einzelne Seitenhyphen zu Bil- 
dungen eigenartiger Struktur aus, 


Se 
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wie die Abb. 14 sie erkennen lift. Die Hyphen verbreitern und ver 
schmilern sich ohne jede RegelmiBigkeit, verzweigen sich in mannig— 
faltigster’ Form, und zahlreiche Anastomosen werden gebildet, so dab 
stellenweise nur kleine runde Flecken in der zusammengewachsenen 
Myzelmasse ausgespart bleiben, die zundchst leicht als Vakuolen ange- 
sprochen werden. Der Eindruck ist ein ahnlicher, wie er durch das Aus- 
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Abb, 14. Myzel eines Begleitpilzes (Phycomycet), aessen 

Seitenzweige z. T. zur Ausbildung ,,amdboider Myzelien*‘ 

tibergegangen sind. 120 Tage nach Einbringen der Objekt- 
triiger in den Boden (490 X), 


treiben simtlicher Achselknospen bei Tomaten oder Pfirsichen nach 
Infektion durch das big-bud- bzw. das peach-rosette-Virus entsteht. Der | 
Habitus erinnert dabei in tiberraschender Weise an eine Amdbe mit | 
ihren Pseudopodien. Um Zerfallsprodukte oder Artefakte handelt es sich - 
‘dabei in keinem Fall. Man sieht (Abb. 14), wie diese Myzelteile un- 
mittelbar aus den jiingsten wachsenden Hyphen entstehen und scharfe | 


und durchaus normale, mit dem tibrigen Myzel iibereinstimmende Kon- | 
turen zeigen, 
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“Abb. 15. Ophiobolus-Myzel (breit mit Querwiinden) mit dem Myzel eines begleitenden P/ - 
myceten, das sich in Ophiobolus-Nihe verdichtet und stellenweise TF atboide Si eiiee aapiant 
120 Tage nach Einbringen der Objekttriger in den Boden (490 x). : 


Geriit nun dieser Pilz in die 
Nihe von Ophiobolus-Hyphen, so 
begleitet er das Myzel zuniichst 


nach der in Abb. 5 gezeigten Art. 
Sehr bald beginnt aber in der 
_ Nihe des Ophiobolus-Myzels eine 


reichliche Ausbildung  solcher 


_,amdboider“ Gebilde unter eleich- 
-zeitiger Entwicklung eines sehr 


_ dichten Hyphennetzes (Abb. 15). 


Dabei 


aus 
sklerotialen 


kénnen auch Hyphen- 
‘kniiule entstehen, die einen durch- 
plektenchymatischen oder 
Charakter zeigen 


(Abb. 16). Eine extreme Form 


der Umspinnung einer Ophiobolus- 


Hyphe durch sehr stark ,,am0- 
boide“ Myzelien zeigt die Abb. 17. 


Archiv fiir Mikrobiologie. Bd. 14. 


Abb. 16. Verdichtung des Myzels eines be- 

gleitenden Phycomyc: ten in Nihe von Ophio- 

bolus-Hyphen zu sklerotialen Lagern. 120 Tage 

nach Einbringen der ORAS in den Boden 
(144%). 
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Die extreme Formlabilitit des Pilzes zeigt sich besonders darin, da die 
Hyphen — wenn auch selten — in der Nahe von Ophiobolus-Myzel zarte 
Seitenhyphen abzweigen kénnen, die sich weiterhin verzweigen und die 
Ophiobolus-ZLellen mit einem spinnwebartigen Geflecht rhizoidartigen 
Charakters iiberziehen. Die Férderung dieses Pilzes durch die Nahe 
der Ophiobolus-Hyphen ist offensichtlich. Ebenso zeigt sich recht deut- 
lich, daB die Niihe der Ophiobolus-Hyphen eine reichliche Bildung der 
sonst so seltenen ,,améboiden“ Myzelteile auslést. Dagegen wurde nie 
beobachtet, da® es zu einem Eindringen des Pilzes in die Ophiobolus- 
Hyphen kommt. 


Abb. 17. Ophiobolus-Hyphe wird von dem ,,amdboiden‘* Myzel 
eines begleitenden Phycomyceten ganz umsponnen. 120 Tage nach 
Einbringen der Objekttriiger in den Boden (252 >). 


In den bisherigen Beispielen pabte Ophiobolus graminis seine 
Wuchsform den Partnern niemals an. Irgendem Anreiz, der die sonst 
einseitige Anpassung zu einer gegenseitigen gemacht hiitte, bestand 
somit fiir Ophiobolus graminis nicht. Ebensowenig konnte in irgend- 
einem Falle eine Entwicklungssteigerung von Ophiobolus graminis 
durch das Zusammenleben mit dem Begleitpilz beobachtet werden. 

Welcher von zwei Partnern als der Begleitpilz des anderen aufzu- 
fassen ist, entscheidet die Veriinderung der natiirlichen Wuchsform. Der 
Begleitpilz hat sich dem Leitpilz anzupassen. Im Falle gegenseitiger 
Beeinflussung der Wuchsform miiBte somit jeder der beiden Pilze sowohl 
Begleitpilz wie begleiteter Pilz sein. Welche Funktion er gerade er- 
fiillt, das hiingt von der Art der zusammentreffenden Hyphen, ins- 
besondere ihrer Wuchsfiihigkeit ab. Es mu sich dann der Jiingere, 
wachstumsfahige Pilz dem iilteren, ausgewachsenen in seiner Wuchsform 
anpassen. Der Grund dafiir, da in den bisherigen Beispielen solche 
wechselseitige Beeinflussung nicht beobachtet wurde, ist aber keines- 
wegs darin zu suchen, dafi den sich langsam auf der Platte ansiedelnden 
Begleitorganismen keine andere Méglichkeit blieb, als sich dem vor- 
handenen Ophiobolus-Myzel anzupassen. Auch Ophiobolus graminis 
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entwickelt sich im natiirlichen Boden sehr langsam, die Wahrschein- 
lichkeit, daB wachstumsfahige Ophiobolus-Hyphen auf ausgewachsenes 
Myzel von Bodenpilzen stoBen, ist daher nicht geringer als die umge- 
kehrte Chance. So ist 6fter zu beobachten, dai junge Myzelien von 
Ophiobolus sich mit wachsenden Hyphen eines anderen Pilzes treffen 
und iiberwachsen, ohne dai sie gegenseitig einen erkennbaren [influ 
auf Wuchsform und Wuchsstirke haben. Der Grund fiir die einseitige 
Anpassung kann vielmehr nur darin zu suchen sein, da eben fiir 
Ophiobolus ein gleichsinniger Reiz nicht oder nur sehr selten existiert, 
oder aber die Entwicklung von Ophiobolus graminis tiberhaupt erst die 
Voraussetzung fiir die Existenz der Begleitorganismen ist. Beide Még- 
lichkeiten scheinen verwirklicht zu sein. So darf man wahrscheinlich 
fiir die Begleitorganismen der Abb. 14 bis 17 in Anspruch nehmen, dafs 
eine kriftigere Entwicklung dieser Pilze weitgehend die I:xistenz von 


Abb. 18. Normal entwickeltes Myzel von Ophio- 
bolus graminis auf Cholodny-Platten auf natiir- 
lichem Boden (144 *). 


~Ophiobolus graminis zur Voraussetzung hat. Andererseits labt sich in 
vielen Fiillen feststellen, da8 beim Zusammentreffen wachsender oder 
voll entwickelter Ophiobolus-Hyphen mit sich ausbreitendem Myzel 
yon anderen Bodenpilzen nur die letzteren ihre Wuchsform iindern. 
Im weiteren Verlauf der Untersuchung wurde dann aber ganz ver- 
einzelt beobachtet, daB Ophiobolus graminis seine Wuchsform, wie wir 
sie in der Art der dunklen Laufhyphen in Abb. 18 vor uns sehen, bei 


Ue 
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Anniiherung an einen anderen Pilz abindert. Es handelt sich bei ihm 
also offensichtlich um einen Organismus, der seinen Charakter als Leit- 
pilz selten aufgibt und die Niihe fremder Pilze, wenn auch nicht meidet, 
so doch nicht oder nur selten sucht. Diese Feststellung gewinnt an Ge- 
wicht, wenn. beriicksichtigt wird, da Ophiobolus graminis bei seiner 
sich tiber viele Wochen hinziehenden, sich dabei iiber eine groBe Strecke 
ausdehnenden und erst relativ spit einsetzenden Entwicklung tiber zahl- 
reiche Pilze hinwegwachsen muBbte, die sich vor ihm auf der CHoLopny- 
Platte angesiedelt hatten. Gleichwohl nahm er bis auf diese Ausnahmen 
niemals den Charakter eines Begleitpilzes an. Auf den beiden Abb. 19 
und 20 sind die Ophiobolus-Hyphen deutlich durch ihre dunklere Farbe* 
erkennbar. Ophiobolus graminis kommt in Abb. 19 von rechts unten ins 
Blickfeld hineingewachsen (Pfeil 1), sté6t mit dem helleren Pilz zu- 


Abb. 19. Ophiobolus-Myzel paBt sich der Wuchsform eines anderen Pilzes 

an. Die mit ungeraden Nummern bezeichneten Pfeile liegen auf der Seite 

des Ophiobolus-Myzels, die mit geraden Nummern bezeichneten Pfeile 
auf der Seite des von Ophiobolus begleiteten Pilzes (264 X). 


summen (Pfeil 2) und biegt dem Wachstum dieser Hyphe folgend nach 
links ab. Kine kurz darauf nach rechts abgezweigte Ophiobolus-Hyphe: 
(Pfeil 3) st6Bt sofort wieder auf eine Seitenhyphe des anderen Pilzes 
(Pfeil 4) und knickt entsprechend ihrem Verlauf nach rechts ab (Pfeil 5). 
An der Biegung des nun parallel verlaufenden Hyphenverlaufes fruk- 
tifiziert der begleitete Pilz (Pfeil 6). Ophiobolus graminis hat kurz vor- 
her einen normal abgewinkelten Seitenast abgezweigt (Pfeil 7), der aber 
bald durch die unvorhergesehene Biegung der Haupthyphe zu ihr parallel 
liuft. Ganz links kommt von unten eine andere Ophiobolus-Hyphe 
hoch (Pfeil 9), die gleichfalls eine helle Hyphe (Pfeil 8) begleitet und 
beim Zusammentreffen mit der von links kommenden Ophiobolus-Hyphe 
und dem begleiteten Pilz scharf nach links (Pfeil 10) abknickt (Abb. 20 
erweitert, das Gesichtsfeld nach links). Parallel von unten tritt eine 
weitere Ophiobolus-Hyphe in das Blickfeld (Pfeil 11). Sie entsendet bei 


Uber die Beziehungen zwischen Ophiobolus graminis usw. 207 


Beriihren der vorgenannten begleiteten Hyphe (Pfeil 12) scharf nach 
rechts einen Seitenast im Winkel von 120°. Eine weitere Ophiobolus- 
Hyphe (Pfeil 13) kommt von links, biegt mit ihrem Hauptast bei Be- 
tuihren des helleren Myzels (Pfeil 14) unvermittelt nach links mit etwa 
80° und schmiegt sich der fremden Hyphe an. Vorher entsendet die 


Abb. 20 ergiinzt Abb. 19 nach links. Beschrittung wie 
in Abb. 1S. Pfeile mit gleichen Nummern wie in Abb. 19 
bezeichnen identische Punkte, die auf beiden sich iiber- 
schneidenden Gesichtsfeldern vorhanden sind (264 x). 


Cphiobolus-Haupthyphe einen Seitenast (Pfeil 15), der bei Beriihren 
einer Seitenhyphe (Pfeil 16) des helleren Pilzes nach rechts abgelenkt 
wird. Eine weitere Anpassung von Ophiobolus graminis an seinen Part- 
ner erkennt man bei den Pfeilen 17 und 18. 

Im benachbarten Abschnitt dieses Objekttrigers liegen die Verhalt- 
nisse umgekehrt. Hier (Abb. 21) paBt sich der gleiche hellere Pilz dem 
voéllig unbeeinfluBten Verlauf der Ophiobolus-Hyphen eng an. Nunmehr 
ist also der begleitete Pilz zum Begleitpilz geworden und umgekehrt. 
Die Ursache fiir das entgegengesetzte Verhalten beider Pilze in den 
benachbarten Zonen liegt in Folgendem. Beide Myzelien haben ein er- 
hebliches Areal iiberwachsen und ihre Wuchsrichtungen tiberschneiden 
sich. Daher gibt es Gebiete, in denen die jungen Ophiobolus-Hyphen 
mit ausgewachsenen helleren Myzelien zusammenstoBen. Dort wird 
 Ophiobolus zum Begleitpilz und der Bodenpilz zum begleiteten Pilz. 
Umgekehrt in der Zone, wo junge Hyphen des Bodenpilzes auf dlteres 
Ophiobolus-Myzel stoBen: Hier pat sich der hellere Pilz dem Verlauf 
der Ophiobolus-Hyphen an. 

Nun ist nach Scuaepe (1942) die Symbiose als das ,,Miteinander- 
leben ungleichartiger Organismen“ aufzufassen (DE Bary). Als Grund- 
lage dieser gegenseitigen Beziehungen ist nach seiner Auffassung der 
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Parasitismus anzusehen, da jede Pflanze naturgedrungen fiir sich selber 
sorgen mu, wobei unter Parasitismus wiederum ein einseitiges Schma- 
rotzen verstanden wird. Danach wiiren also die erstgenannten Falle ein- 
seitiger Begleitung als, wenn auch z. T. einfachste Form oder Vorstufe 
des Parasitismus ani7niacsen: Dabei handelt es sich in einigen Fallen 


Abb. 21, Der gleiche Pilz, dem sich in den Abb. 19 und 

20 Ophiobolus graminis in der Wuchsform anpaBte, folgt 

hier dem Ophiobolus-Myzel. Die Pfeile weisen auf die 

Stellen, an denen der Bodenpilz an Ophiobolus herantritt 
bezw. ihn begleitet (264 >), 


offensichtlich um intoleranten Parasitismus (Abb. 3, 4, 10, 11, 12). An- 
dere Kombinationen sind dagegen wahrscheinlich (es fehlt zur definitiven 
‘ntscheidung der exakte Versuch) als toleranter Parasitismus (SCHAEDE 
1942) aufzufassen, da der eine Partner (Ophiobolus) keinen sichtlichen 
Schaden erleidet (Abb. 7, 8, 9, 1417), der ,,Parasit‘‘ jedoch mehr (13, 
14—17) oder minder deutlich (Abb. 5, 6, 9) oder gar nicht (7, 8) ge- 
fordert wird. Natiirlich erhebt sich die Frage, wie diese Férderung des 
Begleitpilzes zu erkliiren ist. Es kommt hier insbesondere eine Aus- 
scheidung von Siiuren oder anderen Abbauprodukten, wie sie im Stoff- 
wechsel normalerweise gebildet werden, Vitaminen oder wichtigen 
Vitaminbestandteilen in Frage. Es kénnten aber auch durch Verinde- 
rung der Permeabilitiit der Hyphenwiinde durch den begleitenden bzw. 
begleiteten Organismus Vorgiinge eine Rolle spielen, wie sie BURGEFF 
(1938) fiir die Mykorrhizen der Prothallien der Lycopodiales festgestellt 
und unter dem Begriff der Chylophagie zusammengefaBt hat. Insbe- 
sondere liegt eine solche Auffassung bei der dichten Umspinnung von 
Ophiobolus graminis durch den Begleitpilz in den Abbildungen 14—17 
und der offensichtlich starken Entwicklungsférderung des Begleitpilzes 
nahe. Er umflieBt gleichsam die Ophiobolus-Hyphen mit seinen ,,amébo- 
iden Zellkonglomeraten“ oder umspinnt sie mit feinsten rhizoidartigen 
Myzelfiden, die sich schlieBlich so fein verzweigen, da® ihre Breite bis 
dicht an die Grenze des Auflésungsvermégens des Lichtmikroskops her- 
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anreicht, und sucht so, auf jede Weise den Kontakt mit den Ophioboius- 
Hyphen zu verstiirken, ohne daf’ jemals ein Eindringen in die Hyphen 
zu erkennen ist. 

Es dringt sich selbstverstindlich die Frage auf, ob nicht ein Teil 
der hier geschilderten Erscheinungen unter dem Begriff der Parabiose, 
d.h. eines Nebeneinanderlebens, wie wir es in Pflanzengesellschaften 
kennen, einzureihen ist. Zwar ist das Zusammenleben der beiden Partner 
zeitweise eng und ein gegenseitiger Einflu®B z.T. deutlich erkennbar. 
Beide Kontrahenten verlieren aber zumeist wiederholt und offensichtlich 
leicht den engen Kontakt, ohne ihre Existenzfahigkeit einzubiiben oder 
gar ohne in ihrer Entwicklung geschwiicht zu sein. Nach Scuagpe sind 
fiir die Symbiose, das ,,Miteinander“ zweier Organismen, engste kérper- 
liche Beziehungen charakteristisch, ohne daf es allerdings zu einem 
Leben im Kérper oder der Zelle des anderen Organismus gekommen sein 
mu. Allerdings berichten Tosrer (1934), Gerrter (1937) und THomas 
(1939), da& auch Pilze, die Komponenten von Flechten sind, diese 


-Lebensgemeinschaft in kiinstlicher Kultur oder auch in der Natur frei- 


willig verlassen kénnen. Doch ist in der Regel die Bindung in einer 
echten Symbiose wesentlich enger als in den hier untersuchten Fallen 
des Zusammenlebens zweier Organismen. Man mu daher wohl der Autf- 
fassung zustimmen, da es sich hier zumeist um Erscheinungen handelt, 
die als ,,unvollkommen gelingende Symbiosen“ (Toster, 1934) zwischen 
der Parabiose und der Symbiose einzureihen sind, also um eine Parallele 
zu der Verpilzung aerophiler Luftalgen wie SCHMIDT (1933) und THomas 
(1939) sie beschrieben und untersucht haben. 

Mit dieser Einschrinkung kann man nach der Nomenklatur von 
ScuaEpE das wechselseitige Aufsuchen der beiden Partner (Abb. 19—21) 
unter dem Begriff des Alleloparasitismus einreihen, der die Vorstellung 
einer gegenseitigen Ausniitzung in sich tragt. Dabei muB es sich nach 
Scuaepe (1942) von beiden Seiten um toleranten Parasitismus handeln, 
so daB der Alleloparasitismus als Eusymbiose aufgefaBt werden kann. 
[ine Schidigung der beiden Partner ist auch keinesfalls feststellbar. 
Schwieriger wiirde es dagegen sein, diese wechselweise Begleitung 
wegen des damit gekoppelten Begriffs der gegenseitigen Férderung als 
Mutualismus zu bezeichnen. 

Es ist nicht unméglich, da8 es sich auch in anderen Fallen (Abb. 7, 8, 
9, 13) um einen solchen Alleloparasitismus handelt, daB also jeder Part- 
ner den anderen aktiv aufsuchen und ausnutzen kann. Hier ist nimlich 
die Myzelausbildung der begleitenden Pilze relativ schwach, so dafi sie 
__vielleicht auch etwas spiiter sich entwickelnd — nur mit ausgebildeten 
Ophiobolus-Hyphen zusammentrafen. Fiir andere Pilze (Abb. 5, 11, 12, 
14—17) scheidet jedoch die Moéglichkeit einer solchen wechselseitigen 
Anpassung aus, da das begleitende Myzel mehr oder weniger stark tiber 
die ganze Platte hin entwickelt ist, und zudem hiufig, wie die Abtétung 
der Ophiobolus-Zellen zeigt, ein symbiotisches Gleichgewicht fehit. Das 
junge Ophiobolus-Myzel wiichst hier in das Netz iilterer Begleithyphen 
hinein, ohne da® eine Beeinflussung seiner Wuchsform festzustellen ist. 
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Von der eingangs aufgenommenen Fragestellung ausgehend bleibt zu 
entscheiden, ob diese Vorgiinge, insbesondere also die Begleitung oder 
Parasitierung der Hyphen durch Actinomyceten und Pilze die stark 
hemmende Wirkung natiirlicher Biden erkliren kénnten. Die spiter ein- 
setzende Entwicklungshemmung im partiell sterilisierten Boden lief sich 
z.T. auf die auf den Ophiobolus-Hyphen wuchernden Actinomyceten 2U- 
riickfiihren, Fiir die natiirlichen Béden miissen wir diese Frage jedoch 
verneinen. Einmal handelt es sich bei einem erheblichen Teil der beob- 
achteten Fiille von lockerem Zusammenleben um einfachste Formen des 
toleranten Parasitismus. Zudem war auch nach 18 wéchentlichem Ver- 
bleiben von Ophiobolus graminis in natiirlichen Boden stets nur ein 
relativ geringer Prozentsatz von begleitenden Pi/zen oder Actinomyceten 
festzustellen. Andererseits muB aber darauf hingewiesen werden, dah 
die Entwicklungsbedingungen fiir Ophiobolus graminis durch den leicht 
verfiigbaren Nihrstoffvorrat der Agarplittchen ungewoéhnlich giinstig 
waren. Unter natiirlichen Verhiiltnissen ist der Pilz dagegen auf die 
schwer zuginglichen Reserven im Boden angewiesen und wird insbe- 
sondere auf der Stoppel erheblich unter N-Mangel zu leiden haben. Die 
intwicklung ist dementsprechend viel schwicher. Nach den Beobach- 
tungen von Garretr (1938) muf sogar mit einer fast vélligen Hin- 
stellung des Wachstums gerechnet werden. Der Zugriff von Begleitpilzen 
bzw. Parasiten mu6 sich unter diesen Bedingungen viel deutlicher be- 
merkbar machen. Stellt man die Gesamtzahl der begleitenden, bzw. dent 
Myzel aufsitzenden Bakterien, Actinomyceten und Pilze in Rechnung 
und vergleicht die Dichte der Mikrobenentwicklung in der Hyphosphire 
mit ihrer Haufigkeit im freien Boden, so kommt man zu der Feststellung, 
daB die Anhiufung von Mikroben in Hyphenniihe eine erhebliche un- 
mittelbare antibiotische Wirkung wahrscheinlich macht. 

Ohne Zweifel werden also Stoffwechselprodukte antibiotischer oder 
harmloser Natur von Bakterien, Actinomyceten und Pilzen sehr 
hiufig in unmittelbarer Umgebung der Hyphen ausgeschieden, die 
so in héchster Konzentration wirken kénnen. Keinesfalls darf aber 
hier, ebensowenig wie bei der Actinomyceten-Uberentwicklung, die 
Bedeutung dieser unmittelbaren antibiotischen Wirkung oder Para- 
sitierung fiir die Entwicklung von Ophiobolus graminis neben der 
mittelbaren Hemmung durch die in der Bodenlisung diffus ver- 
teilten antibiotisch wirksamen Stoffe iiberschiitzt werden. Wie weit 
solche gelésten Stoffe von Bedeutung sind, suchte WINTER (1942) durch 
Untersuchung der Hemmungswirkung wiisseriger, entkeimter und hin- 
reichend konzentrierter Bodenextrakte zu entscheiden. Er beobachtete 
zwar in solchen Bodenausziigen eine durch Erhitzung zu beseitigende 
deutliche Hemmung des Laufhyphenwachstums, Doch bestand hier die 
Gefahr, daB die Toxine bei der durch langsame Verdampfung erfolgenden 
Konzentrierung der Extrakte z.T. durch Oxydation zerstért wurden. 
Besser schien es daher, das ,,Negativ: dieses Versuches durchzufiihren, 
also den mit Wasser einmal oder wiederholt ausgeschiittelten Boden auf 
seine Hemmungswirkung zu untersuchen. LieBen sich die Hemmungs- 
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stoffe niimlich in erheblicher Menge auswaschen, so mufbte der ausge- 
schiittelte Boden Ophiobolus graminis giinstigere Entwicklungsbedin- 
eungen bieten. Dementsprechend wurde nunmehr eine Petrischale mit 
lufttrockener Gartenerde mit 500 cm? Leitungswasser 20 Minuten aus- 
geschiittelt. Nach dem Absetzen wurde dekantiert, die Erde auf Vilter- 
papier sehr rasch an der Luft bei Zimmertemperatur eetrocknet und 
erneut bis zu 40% der maximalen Wasserkapazitit angefeuchtet. Das 
Wachstum der saprophytischen Myzelien stieg nach dieser Behandlung 
yon 2,3 mm in unbehandeltem Boden auf 7,0 mm (auf CHoLtopny-Objekt- 
triiger, 14 tiigige Versuchsdauer). In entsprechend behandelter Kompost- 
erde stieg nach einmaligem Auswaschen das Wachstum von 1,0 mm in 
der unbehandelten Kontrolle auf 5,6mm und nach Wiederholung der 
Extraktion auf 9,3 mm. Durch Entfernung der toxinreichen Bodenlosung 
wird also die Hemmungswirkung des natiirlichen Bodens weitgehend 
peseitigt. Diese Tatsache kénnte auch im Freiland Bedeutung haben, 
da starke Regenfiille zu einer derartigen Auswaschung der Hemmungs- 
stoffe — wenn auch in schwiicherem Ausmai — fiihren konnten. 

Alle bisher genannten Formen des Zusammenlebens mit verschiede- 
nen Mikroben werden also zumeist einen ungiinstigen EinfluB auf die 
Entwicklung von Ophiobolus graminis haben, oder sind zumindest fiir 
ihn ohne Bedeutung. Nur fiir die gegenseitige Beeinflussung (Abb. 19—21) 
war an sich eine giinstige Entwicklung zu erwarten. Ein besserer Wuchs 
war aber nicht feststellbar. Es wire trotzdem eine Entwicklunesférde- 
rung denkbar, wenn sich das Gleichgewicht zwischen Ophiobolus und 
Bodenpilz iiber die ,Symbiose“ hinaus ganz zu Ungunsten der Boden- 
pilze verschiebt, d. h. Ophiobolus graminis einseitig zum Begleitpilz oder 
ear zum Parasiten wird. 

Dabei mu8 unterschieden werden zwischen der Begleitung oder Pa- 
rasitierung niederer Organismen, insbesondere also von Pilzen, und einer 
Besiedlung oder Parasitierung hoherer Pflanzen, wie wir sie in der 
Schwarzbeinigkeit des Weizens kennen. 

Eine solche Parasitierung von Pilzen durch Ophiobolus graminis 
scheint nun tatsiichlich zu existieren. In einem Versuch wurde das 
Wachstum von Ophiobolus graminis aut Cuotopny-Platten nach Zugabe 
von 3°%o Biomalz (berechnet auf das Bodenwasser) gepriift. Es wurde 
beobachtet, wie Ophiobolus graminis sich dem Myzel eines anderen 
Pilzes, der eine groBbe Flache des Objekttriigers tiberwachsen hatte, an- 
paBte, es tiber lange Strecken begleitete, in die Hyphen eindrang und 
das Myzel teilweise unter Mitwirkung von Actinomyceten giinzlich zer- 
setzte (Abb. 22, 23). Die Entwicklungssteigerung von Ophioboius gra- 
minis im Bereich dieses Bodenpilzes ist dabei ganz eindeutig. Das Myzel 
ist. kriftiger, die Verzweigung gesteigert. 

Es bleibt zu entscheiden, ob in diesem Fall Ophiobolus totes oder 
lebendes Myzel angegriffen hat. Nun liegt das Myzel des Bodenpilzes 
z.T. unmittelbar neben dem Agarplittchen. Es ist daher mit den am 
friihesten entstandenen Ophiobolus-Hyphen zusammengestoBen. Wie 
ferner die Anpassung der Ophiobolus-Hy phen an den Bodenpilz zeigt, 
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hat sich das Myzel des Bodenpilzes zuerst auf dem Objekttrager ange- 
siedelt. Da nun der Versuch nur wenige Tage dauerte und der Pilz mit 
den jiltesten Teilen der Ophiobolus-Hypben zusammentraf, kann das 
Myzel des Bodenpilzes nur Tage oder Stunden alt gewesen sein, als es 
mit dem Ophiobolus-Myzel in Beriihrung kam. In allen bisherigen Ver- 


Abb. 22. Ophiobolus-Myzel (die dunklen, schmaleren Hyphen) begleitet 

und durchsetzt die Hyphen eines Bodenpilzes (heller gefiirbt und breiter, 

links zusammenlaufend), Eine Steigerung der Ophiobolus-Entwicklung 

ist eindeutig festzustellen. Die mit 0 bezeichneten Pfeile deuten auf das 

Ophiobolus-Myzel, die mit B bezeichneten Pfeile auf die Hyphen des 
Bodenpilzes (60 *). 


suchen ist ferner Ophiobolus graminis in zahllosen Fiillen iiber abge- 
storbenes Myzel hinweggewachsen, ohne in irgend einer Weise beein- 
fluBt zu werden, Wenn also hier ein spezifischer Anreiz vorliegt, — der 
nicht nur lokal, sondern iiber den ganzen Objekttriiger hin zu beob- 
achten war —, so ist eine solche Spezifitiit kaum fiir ein totes, viel 
eher dagegen fiir ein lebendes Myzel zu erwarten. Das geringe Alter 
des Bodenpilzes wie diese Spezifitit sprechen also dafiir, da® Ophiobolus 
graminis das lebende Myzel besiedelte, schlieBlich in es eindrang und 
vollkommen zersetzte. Doch einerlei, ob es sich um lebendes oder totes 
Myzel gehandelt hat, die Wirkung dieses Zusammenlebens ist auf jeden 
Mall ftir Ophicbolus graminis giinstig. Erhiilt Ophiobolus graminis An- 
schluf an diesen Bodenpilz, der in diesen Versuchsserien mit Biomalz 
hiufig so dicht den Boden durchzog, da8 man makroskopisch einen 
weiben Flaum erkennen konnte, so kann er explosionsartig mit diesem 
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iiz zusammen, sich gleichsam an ihn hangend, viele Zentimeter tief 
den ganzen Boden durchwuchern. 

; Das bisher Gesagte zusammenfassend, kénnen wir also feststellen, 
ay es fiir das Zusammenleben von Ophiobolus graminis mit anderen 
Mikroben im natiirlichen Boden alle Ubergiinge von der Dyssymbiose 


Abb. 23. Ophiobolus (die dunklen Hyphen) 

schmiegt sich dem Bodenpilz an, eine helle 

Ophiobolus-Hyphe ist in die Hyphe des Boden- 

pilzes eingedrungen und hat sie in der ganzen 
Linge durchsetzt (270 x). 


(ScHagpDE), in der Opkiobolus dem Angriff der tibrigen Bodenmikroben 
erliegt, tiber die Eusymbiose (ScHAEDE), in der Ophiobolus und die 
anderen Organismen sich einseitig oder gegenseitig aufsuchend, be- 
gleitend und in ihrer Wuchsform beeinflussend mit oder ohne einseitige 
oder gegenseitige Férderung zusammenleben, bis zur umgekehrten Form 
der Dyssymbiose gibt, in deren Verlauf nun Ophiobolus seinen Partner 
parasitiert und eine auffallende Entwicklungssteigerung erfahrt. 
Uber die Parasitierung von Wurzeln anfilliger Pflanzen durch 
Ophiobolus graminis braucht hier nicht gesprochen werden, ihr gtin- 
stiger EinfluB auf die Massenentwicklung des Pilzes bedarf keiner Dis- 
dkussion. Wie nun aber einzelne Pilze Ophiobolus parasitieren, andere 
sich ihm anpassen und in seiner Umgebung besser oder nur eedeihen, 
so ist es auch denkbar, da es neben héheren Pflanzen, die Ophiobolus 
parasitiert, auch solche Arten gibt, deren Wurzeln er nur begleitet und 
aus deren Niihrstoffgehalt in der Rhizosphiire er Nutzen zieht. Bereits 
frither (WintER 1942) wurde gezeigt, dal die Bildung der Laufhyphen 
an die Wirtspflanze (Weizen) keine absolute ist. Im reinen Sand ver- 
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suchen Seitenzweige der Laufhyphen aus der Rhizosphare in den Boden 
uw wachsen. Sie werden aber an der Grenze der Rhizosphire wahr- 
scheinlich durch den chemotropischen Reiz der Wurzelausscheidungen 
zur Wurzel zuriickgelenkt. Das Spiel wiederholt sich, so daB diese My- 
zelien ohne Infektionshyphen in die Wurzel abzuzweigen, also nur von 
den Wurzelausscheidungen lebend, in kurvenartigem Wachstum die 
Wurzel begleiten. Diese ja relativ noch strenge Bindung an die Rhizo- 
sphiire hort auf, sowie Ausscheidungen benachbarter Wurzeln in der 
Niihe sind; dann beginnt ein lebhaftes Hin und Her von Ophiobolus- 


Abb. 24, Anderung und Stimulierung des Wuchses von 
Ophiobolus graminis in der Rhizosphiire einer nicht an- 
filligen Ptlanze. Die Wurzel hef quer durch die Mitte des 
Bildes. Die Pfeilspitzen kennzeichnen die obere und untere 
Grenze der Rhizosphire. Innerhalb der Rhizosphare Ver- 
dichtung des Wuchses, Parallelisierung zur Rhizosphiire und 
stiindig wechselnder Hyphenverlauf durch Anschmiegen an 
die Wurzelhaare. Vergl. hierzu den normalen Habitus von 
Ophiobolus Abb, 18, (21 X). 


Hyphen zwischen den beiden Wurzeln. Ebenso wiichst der Pilz recht 
hiiufig aus der Rhizosphiire heraus, wenn ihr chemotropischer Reiz durch 
eine 0,1°/oige Maismehlzugabe zum Boden kompensiert wird. Umgekehrt 
ist in natiirlichem Boden die Bindung an die Wurzeloberfliiche stirker 
als in reinem Sand. Das bogige Wachstum ist nur in schwachen An- 
deutungen vorhanden, da die Lebensbedingungen im Boden, also 
aufberhalb des Rhizosphiirenbereiches infolge der antagonistischen Mi- 
Erobensdtigkeis auberordentlich ungiinstig sind. Wird aber natiirlicher 
Boden sterilisiert, so zweigt von den Laufhyphen ein dichtes Myzel- 
eeflecht ab, das zentimetertief in den Boden eindringt. ; 
Alle bisherigen Erfahrungen zeigen, da® die Bedingungen fiir die 
saprophytische Entwicklung von Ophiobolus graminis in natiirlichem 
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Boden recht ungiinstig sind. Es mu infolgedessen die Verseuchung 
eines Bodens in Abwesenheit anfiilliger Pflanzen zuriickgehen (vel. 
hierzu insbesondere Garretr [1938]). Infolge der besonderen Bedin- 
gungen, die nach den Untersuchungen von Sritte (1938) in der Rhizo- 
sphiire herrschen und die Mikrobenentwicklung begiinstigen, ist aber 
damit zurechnen, daS auch im Bereich der Wurzeln resistenter Pflanzen 
eine verstiirkte Entwicklung von Ophiobolus graminis im Vergleich zum 
unbewachsenen Boden moglich ist. Diese Frage ist von erheblicher prak- 
tischer Bedeutung, da moéglicherweise resistente Kulturpflanzen oder 


Abb. 25. Ausschnitt aus Abb. 24. Welliger Verlaut der 

Hyphen. Das Anschmiegen an die grofenteils schon zer- 

fallenen oder zerfallenden Wurzelhaare ist stellenweise 

(Pfeile) zu erkennen. Vgl. hierzu den normalen Habitus 
von Ophiobolus Abb. 18. (134 *X), 


Unkriiuter als Ubertriger bzw. Erhalter der Bodenverseuchung dicnen 
-kénnten. Und zwar besteht dieses Problem infolge der bei allen Pflanzen 
gu erwartenden Sonderbedingungen der Rhizosphiire nicht nur fiir 

Ophiobolus graminis, sondern fiir alle bodenbewohnenden fakultativen 

Parasiten. Es gilt also, fiir sie alle nicht nur ihre Lebensweise in nattir- 

lichem Boden, sondern vor allem auch ihre Entwicklungsbedingungen 

in der Rhizosphiire nicht anfiilliger Pflanzen klarzustellen. 

Bei Untersuchung der mit Ophiobolus graminis bewachsenen CHo- 
topny-Platten, die mehrere Wochen in natiirlichem Boden gelegen 
hatten, waren die Wurzeln auskeimender, der Artzugehérigkeit nach 
-unbekannter, dikotyler, also gegen Ophiobolus graminis resistenter 

Unkrautsamen tiber die Platte gewachsen und mit Ophiobolus-Myzel 
ausammengestoBen. Dabei ist eine auffallende Stimulierung der 
Ophiobolusentwicklung in der Rhizosphiire dieser Wurzeln  einge- 
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treten. Das Myzel ist kriiftiger geworden, es verzweigt sich sehr eng- 
maschig (Abb. 24). Sein normaler Habitus (vgl. Abb. 18) ist durch den. 
unregelmiBigen, welligen oder zackigen Verlauf der einzelnen Hyphen 
und die abnorme Dichte ihrer Verzweigung verindert. Dieser eigen- 
artige Wuchs des Myzels ist dadurch veranlaBt (Abb. 25), dai die 
Hyphen sich den Wurzelhaaren anschmiegen. Von ihnen gehen wahr- 
scheinlich, seies im lebenden oder zerfallenden Zustand, chemotropische 
Reize aus und zwingen die Ophiobolus-Hyphen, von allen Seiten aut 
sie einwirkend, entsprechend den dauernd wechselnden Resultanten der: 
wirkenden Krifte zu fortwiihrenden Richtungsinderungen. So wie die 
einzelnen Wurzelhaare die Hyphen beeinflussen, so wirkt die gesamte 
Rhizosphiire auf den Wuchs des Myzels. Zwar ist kaum eine Beein- 
flussung der Wuchsrichtung zu sehen, sofern die Hyphen in senkrechter: 
Richtung auf die Rhizosphiire zuwachsen. Verlabt die Leithyphe des: 
Myzels aber die Wurzel senkrecht zu ihrer Wuchsrichtung, so macht. 
sich der Einflu® der Rhizosphirennihe auf die Seitenhyphen deutlich 
bemerkbar. Sie bilden zuniichst z. T. normale Winkel mit der Leithyphe, 


Abb. 26. Verstiirkte Entwicklung und Habitusstérung bei Durch- 
wachsen einer Wurzelzone mit schon zersetzten Wurzelhaaren. 
Man erkennt die in Wurzelniihe beginnende Verzweigung des 
vorher zierlichen, so. gut wie unverzweigten Myzels. Doch ist 
der Hyphenverlauf infolge des Fehlens von Wurzelhaaren glatter. 
Vgl. hierzu den normalen Habitus von Ophiobolus Abb, 18. (60 X). 


zeigen jedoch bald groBe Unsicherheit in der Wuchsrichtung und biegen 
hiufig nach riickwiirts zur Rhizosphire um. In anderen Fiillen ist deut- 
lich zu erkennen, wie der Pilz bestrebt ist, sich der Wurzelrichtung 
parallel zu legen (Abb. 24, 26). In der Abb. 26 ist gleichfalls eine deut- 
liche Steigerung der Pilzentwicklung feststellbar. Dabei fehlt aber der 
deformierende Einflu8 der Wurzelhaare, da es sich um offensichtlich 
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altere Partien mit weitgehend zersetzten Wurzelhaaren handelt. In 
beiden Fallen war ein Kindringen des Pilzes in die Wurzeln nicht fest- 
stellbar, auch fehlte eine wirkliche Bindung an die Rhizosphire. Der 
Pilz wurde lediglich stimuliert und durch die N&hrstoffausscheidung der 
Rhizosphiire an der Ausbildung einer normalen Wuchsform gehindert. 
Dagegen ist in natiirlichem Boden, also unter den vorliegenden Be- 
dingungen, eine Lésung der Laufhyphen von der Wurzeloberflache des 
Weizens unméglich. Wir miissen auch daraus den SchluB ziehen, dal 
es sich nicht um Wurzeln von Wirtspflanzen des Pilzes handelt. 

Die von der Wurzel ausgehenden Reize sind also doch nicht hin- 
reichend stark, um zu verhindern, da einige Hyphen die Rhizosphire 
rasch wieder verlassen. Insbesondere stoBen die Leithyphen solcher My- 
zelien, die mehr oder minder senkrecht zur Lingsrichtung der Wurzet 
wachsen, unverindert durch die Rhizosphire, da in diesem Fall die 

‘Hyphen beiderseitig von gleich starken Reizen getroffen werden. Da- 
gegen werden Myzelien, die schriig an die Rhizosphire heranwachsen, 
viel stiirker in dem Wurzelbereich festgehalten. Aber auch unter diesen 
Bedingungen gelingt es einzelnen Seitenhyphen immer wieder, aus der 
Rhizosphire herauszuwachsen. 

Man kann zu einem Verstiindnis dieses Verhaltens kommen, wenn 
man annimmt, da® die tatsiichliche Wuchsrichtung des Pilzes von der 
Resultanten aus der endonom bestimmten Orientierung, bzw. aus der 
diese Richtung bestimmenden endonomen Kraft, und einer von der 
Wurzelzone ausgehenden (wahrscheinlich chemotropischen) Richtkraft 
bestimmt wird. Wiichst also eine Hyphe aus der Rhizosphire heraus, so 
wird sie bestrebt sein, ihren Zuwachs in Richtung der Resultanten aus 
endonomer Kraft und dem im allgemeinen senkrecht zu der Wurzel 
wirkenden tropistischen Einflu8 einzustellen. Damit wiirde aber die 
endonome Richtkraft schlieBlich die Lage der Resultanten einnehmen. 
Mit dieser Richtungsiinderung der endonomen Orientierung muf also 
wiederum die Resultante zwischen beiden Einfliissen eine neue Lage 
erhalten. Wiederum sucht die Hyphe in die Richtung der Resultante 
zu wachsen. Es wiederholt sich also das Spiel — in Wirklichkeit nattir- 
lich in Form eines integrierbaren Prozesses — und die Hyphe wird 

_ bogenférmig zur Wurzel zurtickgefiihrt. Die Umkehr wird umso rascher 
erzwungen, je stiirker der tropistische Reiz ist. Bei schwacheren Reizen 

ist dagegen die Kriimmung der entstehenden Wachstumskurve relativ 
ecring. Der Pilz kann daher unter Umstiinden die Rhizosphire verlassen, 
sofern der schwache Reiz sich nicht ungewohnlich weit in den Boden 
erstreckt. 

Auf dieser, allerdings vorlaufig rein hypothetischen Grundlage lassen 

- sich die oben geschilderten Erscheinungen erklaren. Bei starkem Reiz- 

gefille an Weizenwurzeln in reinem Sand werden alle schraég heraus- 
wachsenden Hyphen des Pilzes zum bogenférmigen Zuriickwachsen zur 

Wurzeloberfliche gezwungen. Das Spiel wiederholt sich, sobald die 

Hyphe aus irgendwelchen Ursachen wieder eine aus der Rhizosphire 

herausfiihrende Wuchsrichtung einschligt. Wird das Reizgefille abge- 
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schwiicht (durch Niihe anderer Wurzeln oder Maismehlzugabe zum 
Boden), so fiihren die Bogen weiter in den Boden und ein Teil der 
Hyphen kommt ganz aus der Rhizosphire heraus. Ahnlich gelingt es 
dem Pilz bei dem offensichtlich schwiicheren Reizgefalle der wurzel- 
nahen Zone nichtanfilliger Pflanzen relativ leicht, sich aus der Rhizo- 
sphiire zu entfernen; und zwar umso rascher, je mehr seine Wuchs- 
richtung sich der Senkrechten auf der Liingsachse der Wurzel niihert, 
bis im Grenzfall der in der Liingsrichtung der Hyphe liegende tropisti- 
sche Reiz unwirksam wird. 

In natiirlicher Komposterde oder LéBlehm ist dagegen die Bindung 
der Hyphen an die Rhizosphiire von Weizenwurzeln noch stirker ais in 
reinem Sand. Die Laufhyphen liegen der Wurzeloberflache fast stets an. 
Nun ist im natiirlichen L6& oder natiirlicher Komposterde der Antago- 
nismus in solehem Ausmaf begrenzender Faktor, daB es nach eigenen 
unveréffentlichten Untersuchungen bei keiner Form der Nihrstoffzugabe 
(Biomalz, Pepton, Glykose, Maismehl in verschiedensten Konzentra- 
tionen) zu einer wesentlichen Wachstumssteigerung freier saprophytischer 
Myzelien kommt. Andererseits ist in diesen beiden Bodenarten die Aus- 
breitungsgeschwindigkeit der parasitischen Laufhyphen, wenn auch ge- 
ring, so doch nach unseren Untersuchungen (WinTeER 1942, 1947) immer 
noch viel gréBer als das Wachstum von der Rhizosphire unabhingiger, 
durch das Agarscheibchen mit einem erheblichen Nahrstoffvorrat ver- 
sehener, rein saprophytischer Myzelien. Es muf daher die Bildung anti- 
biotischer Stoffe oder ihre Wirkung in der Rhizosphiire abgeschwiicht 
sein, damit der Nihrstoffreichtum der Wurzelumgebung eine so starke 
Wachstumssteigerung auslésen kann. Fiir eine solche antagonistische 
Pufferung der Rhizosphiire, die zu einer starken Bindung der Lauf- 
hyphen an die Rhizosphiire fiihren mu, spricht gleichfalls die auBer- 
ordentliche Entwicklungssteigerung der saprophytischen Myzelien in 
der Wurzelumgebung der hier untersuchten nicht anfilligen Pflanzen, 
die sonst durch keine Form der Niihrstoffzugabe in diesem Boden zu 
einer erheblichen Wachstumssteigerung gebracht werden konnten. 

Da im allgemeinen (Garrett 1934; Morrrz 1933) die Intensitiit des 
Antagonismus gegeniiber Ophiobolus und die mikrobielle Aktivitiit ein- 
ander entsprechen, wire in der Rhizosphiire eine starke Abnahme der 
Bakterienzahlen zu erwarten. Die Rhizosphiire zeichnet sich aber auch 
hier durch besonderen Mikrobenreichtum aus. Danach miissen zwischen 
der Mikroflora der Rhizosphiire und des freien Bodens erhebliche quali- 
tative Unterschiede bestehen, 

Zusammenfassung. 
1. Kin wenige Wochen nach der partiellen Sterilisation einsetzender, 
im natiirlichen Boden nicht beobachteter Zerfall des Ophiobolus-Myzels 
ist auf eine Uberentwicklung von Actinomyceten zuriickzufiihren, die 
teils den Hyphen aufsitzend, teils frei im Boden wachsend eine Zer- 
stérung des Ophiobolius-Myzels hervorrufen. 

2. Im natiirlichen Boden wird ein regelmiiBiger Bewuchs der Ophio- 
bolus-Hyphen mit Bakterien, Actinomyceten und Pilzen festgestellt. Ins- 
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besondere bevorzugen viele Pilze die Nihe der Ophiobolus-Hy phen und 


passen sich ihnen in ihrer Wuchsform mehr oder minder eng an. 
Es werden. dabei alle Ubergiinge von der Parabiose bis zum tole- 


~ranten und intoleranten Parasitismus mit nachfolgender Zerstérung und 


restloser Auflésung des Ophiobolus-Myzels beobachtet. Es kommt aber 


auch zur Entwicklung der einfachsten Form eines Alleloparasitismus in 


Form gegenseitiger Anpassung der Wuchsform beider Partner. Kine 


‘gegenseitige Férderung ist dabei infolge des Fehlens experimenteller 


Untersuchungen nicht feststellbar. 

Einige Begleitpilze entwickeln sich offensichtlich nur oder vor- 
wiegend in der Gegenwart oder der Nahe von Ophiobolus graminis. Sie 
erfahren durch ihn eine Entwicklungsforderung. 

Die Parasitierung und die durch unmittelbar den Hyphen auf- 
sitzende Mikroben verursachte antibiotische Wirkung miissen fiir die 
Erklirung der Entwicklungshemmung von Ophiobolus graminis im natiir- 


lichen Boden beriicksichtigt werden, entscheidend ist jedoch der Gehalt 


der Bodenlésung an antibiotisch wirksamen Stoffen. 

Ophiobolus graminis paBbt sich der Wuchsform eines anderen Boden- 
pilzes an, dringt in ihn ein und zersetzt ihn schlieBlich. Er erfahrt dabei 
eine deutliche Entwicklungssteigerung. Es gibt also ftir das Zusammen- 


leben von Ophiobolus graminis mit anderen Mikroben alle Ubergange 


von der Dyssymbiose (ScHarpr), in der Ophiobolus dem Angriff der 


iibrigen Bodenmikroben erliegt, tiber die’ Eusymbiose (ScHagpeE), in der 


- Ophiobolus und die anderen Organismen sich einseitig oder eegenseitig 


-aufsuchend, begleitend und in ihrer Wuchsform beeinflussend mit oder 


ohne einseitige oder gegenseitige Férderung zusammenleben, bis zur 


umgekehrten Form der Dyssymbiose, in deren Verlauf nun Ophkiobolus 


- seinen Partner parasitiert. - 


3. Der EinfluB der Rhizosphire verschiedener Pflanzen auf die Ent- 


~ wicklung von Ophiobolus graminis wird dargelegt. Neben dem Nihrstoff- 
yeichtum bestimmt anscheinend die antagonistische Pufferung der wurzel- 


rite 


- nahen Zone infolge qualitativer und quantitativer Besonderheiten der 
-. Mikrobenpopulation Wachstum, Wachsttimsrichtung und Habitus des’ 


G@phiobolus-Myzels entscheidend. re 

Mein besonderer Dank gilt Fri. Hildegard Scunemers, die mir bei, der 
Durehfiihrung der Arbeiten und Anfertigung der Mikrobenphotographien un- 
ersetzliche Dienste leistete. 
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Die obligate 
_Autotrophie der Nitrifikationsbakterien. 


Von 
H. Bomexke, 


Mit 1 Textabbildung. 


(Eingegangen am 26. Januar 1948.) 


. Wie allgemein bekannt ist (vgl. die Literatur inden 3 nachgenannten 
Arbeiten), iiben lésliche organische Substanzen auf den Nitrifikations- 
vorgang einen hemmenden Einflu8 aus. Es lag nun nahe nachzupriifen, 
‘ob die fiir heterotrophe Mikroben so ausgezeichneten Nahrstoffe wie 
Glykose, Bouillon usw. auf die autotrophen Nitrifikanten tatsachlich 
wie Gifte wirken, wie des 6fteren behauptet wird. Denn aus einer Ver- 
zogerung der Nitrifikation kann nicht ohne weiteres auch auf eine Gift- 
wirkung von seiten dieser Stoffe geschlossen werden, sondern es waren 
fndelichst langfristige Versuche notwendie. in denen die Frage des 
tatsichlichen Absterbens der Zellen gepriift werden mubite. Vielleicht 
-erschweren die organischen Verbindungen nur dem oxydierbaren Stick- 
stoff den Zutritt zu den katalytisch wirkenden Zentren der Zellen 
(Panparar 1938) und setzen dadurch die Nitrifikationsgeschwindigkeit 
herab. Eine nachteilige Wirkung braucht darum nicht von diesen 
‘Stoffen auszugehen, im Gegenteil, sie kOnnten sogar den Stoffwechsel 
‘in einem gewissen Grade unterstiitzen (Bortyes 1935). Kine Zellver- 
‘mehrung wire auch nicht unbedingt erforderlich. Diese kénnte der 
-autotrophen Phase vorbehalten bleiben. Den organischen Stoffen kénnte 
lediglich die Aufgabe zugefallen sein, den Nitrobakterien tiber die 
Zeiten hinwegzuhelfen, wo kein nitrifizierbarer Stickstoff zur Verftigung 
steht. In Ermangelung der aus dem Nitrifikationsvorgang stammenden 
‘Energie kénnten dann die organischen Verbindungen vielleicht nur die 
dissimilatorischen Vorgiinge unterstiitzen. Wie die Dinge in Wirklich- 
eit liegen, dariiber sollen uns die folgenden Versuche einige Klarheit 
‘verschaffen. 

In meiner ersten ease ate iiber die Nitrifikation (BOMEKE 
1939) habe ich bereits dieses Problem angeschnitten, muBte aber die 
Frage damals mangels langfristiger Version unbeantwortet lassen. 
‘Im Laufe der verflossenen Jahre habe ich diesen Gedanken wieder 
aufgegriffen und verschiedene Versuche in dieser Richtung angestellt, 
‘die im folgenden geschildert werden sollen. 
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Es wurden 100 cem-fassende Erlenmeyerkélbchen mit je 25 cem der tb’ 
lichen Nitrifikationsniihrlésung! beschickt. Vor dem Sterilisieren erhiel 
jeder Wattebausch eine Umhiillung aus Zellophanpapier. Diese schiitzte dit 
Kulturen bis zum Abschneiden der Watte vor einer Fremdinfektion. Nael 
Beendigung der Nitrifikation wurde mittels einer Pipette die zu unter: 
suchende sterile organische bzw. anorganische Lésung zugefiigt.. Darau. 
wurden mit einem durch die Flamme gezogenen sterilen Messer die Watte 
biusche unmittelbar itiber dem Erlenmeyerhals abgeschnitten, die Schnitt 
fliiche mit einem Bunsenbrenner abgesengt und zuparaffiniert. Hierzu erwie: 
sich am geeignetsten Paraffin mit einem Schmelzpunkt von 42°C. — Nael 
der Beschickung mit der zu untersuchenden Lésung stellte ich die Kélbcher 
zunichst fiir eine Woche in den Brutschrank. Darauf wurden sie im Instituts 
keller bei anniihernd konstanter Temperatur von 19°C aufbewahrt. By 

Von diesen Kulturen erfolgten in gewissen Zeitabstinden Riickimpfunger 
mit einer Platinése in die normale Nitrifikationsnihrlésung und in organische 
Testl6sung. Trat in der Tochterkultur Nitrifikation ein, so galt die Mutter 
kultur als lebend und wurde in der Tabelle mit .,L“ bezeichnet. Blieb da 
gegen die Nitrifikation aus, so erhielt die Kultur das Zeichen.,.T“. Ob ir 
diesen mit ,,T“ bezeichneten Kulturen nun tatsiichlich simtliche Bakterier 
tot waren, ist damit noch nicht gesagt. Doch darf man wohl annehmen, dal 
soleche Kulturen zumindest geschidigt worden sind. Dies festzustellen, is 
letzten Endes das Hauptbestreben meiner Untersuchungen gewesen. a 

War die Ausgangskultur bereits makroskopiseh infiziert, so erhielt sic 
ein ,,I[“. Zeigte die Abimpfung von einer Kultur in der Testlésung eine In 
fektion an, so vermerkte ich dies mit ,i in der Tabelle. Kulturen, in dener 
bis zum Schlu8 weder makroskopisch noch mikroskopisch eine Verunreini 
gung festzustellen war, bezeichnete’ ich mit ,,.R“. Bei den unbezeichnete: 
Kulturen unterblieb der Reinheitstest. Mae 

Die Konzentrationen sind, wo es méglich war, in Volummolaritétem 
sonst aber in Volumprozenten angegeben. Die gewéhnliche Bouillon, mi 
10 @ Fleischextrakt, 10g Pepton und 5g NaCl im Liter wurde als 2,5°/oi¢ 
angenommen. Ebenso bezeichnete ich das Hefewasser als 2,5°/oig, wenn da: 
Filtrat von 25 g Bdckerhefe/Liter genommen wurde. Nihrstoff-Heyden wurd: 
unfiltriert verwendet. Diese Lésungen (10 ccm) wurden in einer 3,5 mal s¢ 
hohen Konzentration zu der 25ccm betragenden Kulturlésung zugefiigt 
Wenn man von einer Eindunstung der Nihrlésung wihrend der Versuehs 
zeit absieht, entstehen die in den Tabellen angegebenen Werte. ; ¥ 


I. Langfristige Einwirkung organiseher und anorganischer 
Substanzen auf ausnitrifizierte Kulturen. 
a) Nitratbildner. wane 


Der Gesamtversuch mit dem Nitratbildner setzte sich aus 11 Reihen zi 
je 12 Kulturen zusammen. Die Nitrifikationsnihrlésung war in simtliche 
132 Kolben die gleiche und bei einer Temperatur von 30° G innerhalb 25 Tage: 
bereits restlos nitrifiziert worden, als die Zusiitze zu den Kolben zugefiig 
wurden. Die zu untersuchenden Lisungen wurden in vier Konzentrations 
stufen je Reihe verwendet. Nach der Beschickung mit obigen Lésunge) 
Standen die zuparaffinierten Kulturen bis zur Riickimpfung 93 baw. 482 Tage 

Die erste Abimpfung nach 93-tagiger Kinwirkung einer 0,25°/ige: 
Bouillon nitrifizierte (Tab. 1). Die zweite Riickimpfung nach 482 Tage 

1 


' Siehe Arch. f. Mikrobiol. Bd. 14 8.63. 
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zeigte keine Nitrifikation. Die Kultur erwies sich als unrein, und 
Zersetzungsprodukte der Fremdorganismen diirften die Ursache fiir das 
Ausbleiben der Nitrifikation in dieser Kultur gewesen sein, 

In der nachst héhéren Bouillonkonzentration (0,50°/o) lebten bei der 
ersten Riickimpfung noch die Nitratbildner; die zweite Riickimpfung 
ergab nur eine tote Tochterkultur. Leider War auch die Mutterkultur 
stark infiziert. 

In der 1%igen Bouillonlésung waren siimtliche Stammkulturen 
infektionsfrei geblieben und hatten in beiden Riickimpfungen, sowohl 
nach 93 als auch nach 482 Tagen, lebensfihige Tochterkulturen er- 
eeben. 

Die 2,5°%cige Bouillonnihrlésung war ebenfalls ohne Fremdorganis- 
men und brachte in der ersten Riickimpfung eine nicht nitrifizierende 
und eine nitrifizierende Tochterkultur; in der zweiten Riickimpfung 
wurde in beiden Tochterkulturen keine Nitrifikation beobachtet. 

Nach diesen Ergebnissen mit Bouillonzusatz zu ausnitrifizierten Nitro- 
bacter-Kulturen ist wohl der Schlu8 zu ziehen, da® niedere Bouillon- 
Konzentrationen (<1°/o) iiber ein Jahr (16 Mon.) lang vertragen werden. 
Wahrend dieser Zeit erlosch das Leben der Nitratbildner nicht, wenn 
wir von den beiden infizierten Kulturen absehen. Ein 2,5°%/oiger Bouillon- 
zusatz dagegen ist offenbar schidlich, bei liingerer Kinwirkung sogar 
todlich. Mit diesem Ergebnis diirfte somit auch entschieden sein, dai 
der Nitrobacter-Stamm 14, mit dem ich siimtliche Versuche ausfiihrte, 
in der zugesetzten Bouillon nicht heterotroph leben, geschweige sich 
vermehren kann. Auch die Nitratmenge, die der Nitratbildner bildet, 
kann nicht die Ursache des Absterbens gewesen sein, da die Kulturen 
ohne Zusatz organischer Substanzen (Reihe IX—XI) mit nur einer Aus- 
nahme noch nach 16 monatigem Hungern nitrifikationsfahig blieben. 
Ebenso diirfte der osmotische Wert hier keine ausschlaggebende Rolle 
spielen, der in einer m/10 NaCl-Lésung doch gréBer ist, worin wahrend 
der gleichen Zeitspanne keine einzige Kultur abgestorben ist, wie die 
Reihe IX zeigt. Es miissen somit schon die organischen Stoffe den Tod 
der Nitrobacter-Zellen | in den hodheren Bouillonkonzentrationen ver- 
ursacht haben. 

‘Die Férderung des Sauerstoffverbrauchs durch Bouillon, die ich 
(1939) an Hungerkulturen in der Warburgapparatur feststellen konnte, 
diirfte hiernach nicht als eine Heterotrophie gedeutet werden. Die beob- . 
achtete Atmungssteigerung ist nach diesen letzten Befunden wohl 
nur noch auf eine Reizwirkung von seiten der organischen Substanz zu- 
rickzufiihren. Nach Zugabe der Bouillon treten vielleicht die Niétro- 
bacter-Zellen in Abwehrreaktion gegen die eindringenden organischen 
Stoffe. Vermutlich ist die gesteigerte Atmung auch die Ursache des vor- 
zeitigen Absterbens der Bakterienzellen. Auf jeden Fall diirfte aus 
diesem Versuch hervorgehen, daf die Bouillon kein brauchbares Nahr- 
medium fiir den Nitratbildner darstellt. 

Die gesamte Hefewasser-Serie mit 12 Kulturen war infektionsfrei. 
In simtlichen Kolben befanden sich lebende Nitrobacter-Zellen, gleich- 


| ne _Nitratbildner-Stamm 14. — " 42 say Se 
be ik Faces: ae i Ph eae ang Sean ie 71h ae ie >, Clues eae XL. % 
_ Bouillon | Hefewasser Nst.-Heyden| Glykase — Na-Azetat | Asparagin | Harnstoff NaCl | | Na2SOx Wasser 

s 0,25% | 0.25%. | 0,10% m/100 ~ m/100 | -m/100 m/100 | = m/100 | m/100 | /100 10 ccm H2O 7g 

93 | LR 7,50 | LR 7,76) LR 7,78| Lr 7,79| LR 7,87| La 7,82 Lr 7,67) Lp 8,01 Ly 7,77 LR 7,84) LR 7,70 

482 | T; | LR by oy La orig LR LR i LR | LR LR LR 
ei: : 0,50 % 0,50 % | 0,20 % m/50 m/50 m/50 m/50 m/50 m/50 m/50  ‘|10cem H,.O 
a 3 93 | UR 749 | Lr 7,64 | Lr 7,80 | Lr 7,74 | Lr 7,85 | Lp 7,74 | Lr 7.60 | Lp 8,03 | Lp 7,76 | Lp 7,87| Lp 7,76 | 
Ve oe - ae Oh | ; 
Bec 8 | LR 7,50 | Lr 7,65 | Lr 7,79 Rp 7,64 | Lr 7,88 | Le 7,80 | Lp 7.56 | Lp 8,15 | Lp 7,77 | Ly 7,86 | Lp 7,71 
Se 5 | 482 fF, LR Lj Lj LR LR LR TR LR Lg | Lp 
ES a eas 4 
ea 1,00 % 1,00 % 0,40 % m/25 m/25 m/25 m/25 m/25 | m/25, m/25 10 ccm H20 
> 6 | 8 | Lp 7,41 | LR 7,59 | Ly 7,69 |" Lp 7,67 | Lr 7,85 | Lp 7,77 | Lp 7,43 LR 8,30 | Lr 7,69 | Tp 7,89 LR 7,70 
‘3 7 re LR LR LR LR Lr L; 33 TR | LR LR LR 
BS 8| | Lr LR Lp. |Lp LR Li thst Ros aR or lg LR 
a Seen Saal a } t 1 
3 2,50 % 2,50 % 1,00 % m/10 m/10 m/10 j ca m/20 m/10 m/10 m/10 10 ccm H,O 
2 9 | ss TR 718 LR 745 | Lr 7,60 | LR 7,51 | LR 7,89 | LR 783 LR 7.23 | TR 8,52 | LR 7,39 LR 7,98 | LR 7.70 
. 10 | ooo | bg 720} Lg 7414 Ge 7,62.) Lap 7,61 | LR 7,90 LR 781 | Lr 7,14 | TR 8.50 | LR 7,69 | Lp 7,96 LR 7,70 
ce 11 oes TR Lr Li bps | LR | Lj a TR LR PLR: | Lp 
“<H es : 2 : : = 
eee 12 | TR LR LR Lye wb sor TRete LR eT LR ot ER 
: 
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-giiltig in welcher Konzentration und nach welcher Zeitspanne unter- 
sucht wurde. Das mikroskopische Bild ergab eher eine Ab- als eine Zu- 
-nahme der Bakterienzahl. Wir kénnen also auch vom iiblichen Hefe- 
_wasser, das auBer den lebensnotwendigen Niahrstoffen das Zellteilungs- 
-hormon Biotin enthalt, keine Zellvermehrung selbst nach Jahren er- 
-zielen. Wie es mit stark verdiinntem Hefewasser sich verhalt, ist aus 
_ diesem Versuch nicht eindeutig zu erkennen. Wahrscheinlich ist jedoch, 
da® auch hier keine Heterotrophie vorliegt. Es diirfte lediglich ein 
- Dahinvegetieren in Gegenwart von Hefewasser méglich sein, selbst tiber 
-mehrere Jahre hindurch, mehr wohl nicht. 


Das gleiche Ergebnis wie oben erhielt ich mit Nahrstoff-Heyden. 
Es war keinerlei Zellvermehrung wiihrend der Einwirkung der orga- 


-nischen Substanz festzustellen. Die zwei infizierten Kulturen verhielten 
sich wie Reinkulturen und bewirkten keinen Verlust der Nitrifika- 


tionskraft. Mit Glykose-, Na-acetat- und Na-lactatzusatz 


wurde das gleiche Ergebnis erzielt. 


Die beiden NHo>-haltigen Stoffe, Asparagin und Harnstoff, unter- 
scheiden sich in ihrer Wirkung auf die Niétratbildner-Zellen von den 
bisher untersuchten Substanzen. Wihrend bei den m/100 oder m/50 
Asparaginlosungen lebensfiihige Abimpfungen erzielt wurden, waren 
bei den m/25 und m/20 Lésungen die 93-Tage-Kulturen lebend, die 482- 
Tage-Kulturen simtlich tot. Aus diesem Befund méchte ich ableiten, 


‘da®8 das Asparagin schidlich auf die Nitrobacter-Zellen wirkt. line 
1/50 Asparaginlésung scheint noch ertraglich zu sein. Von m/25 As- 


paraginldsung an wird anscheinend die Zelle derartig geschiidigt, dab 
sie zwischen 93 und 482 Tagen Einwirkungsdauer dem Einfluf des As- 


- paragins erliegt. 


Bei Harnstoff liegen die Dinge etwas anders. Ein Zusatz von 
m/100 Harnstofflésung ist vielleicht vdllig belanglos. In einer m/50 
harnstoffhaltigen Lésung leben die Nitrobacter-Zellen zwar noch 93 
Tage. Nach 482-tigiger Einwirkung sind die Zellen bereits abgestorben, 


das gleiche gilt fiir siimtliche hoheren Konzentrationen, Nur nach 93- 


tiigiger Einwirkung nitrifizierte aus m/25 Losung noch die Abimpfung; 


‘eine m/10 Harnstofflésung wirkte selbst nach 93 Tagen bereits t6dlich. 
-“%wei Ursachen kann man fiir diesen Unterschied anfiihren: Es kénnten 


- {, die Stoffe Asparagin und Harnstoff spezifisch wirken; 2., was wahr- 
- gcheinlicher ist, sich aus dem Harnstoff in Vergleich zum Asparagin 


Pe ee Se 


mehr freies Ammoniak gebildet haben, wie der hohere pu-Wert dieser 


-Reihe vermuten liSt, und die Erscheinung auf eine Ammoniakvergil- 


tung letzten Endes. zuriickzufiihren sein. Denn gerade der Nitrat- 
bildner ist, wie die Untersuchung mit Ammonsulfat gezeigt hat, duferst 
empfindlich gegen NH3-Molekiile. 

Auer diesen organischen Substanzen habe ich gewissermaben als 
Kontrolle mit gleicher Molaritit noch zwei anorganische Salze, Na- 
triumchlorid und Natriumsulfat, gepriift. Wie ein Blick auf 
die Tabelle I lehrt, ist in keiner Kultur, ganz gleich in welcher. Konzen- 
tration und nach welcher Zeit untersucht wurde, abgesehen von einer 
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Kultur mit Na,SO,, die Nitrifikation erloschen. Die Ausnahme diirfte 
als Zufall zu bewerten sein. Selbst die héchsten Konzentrationen haben 
in keiner Weise einen schiidigenden EinfluB auf die Nitrobacter-Zelien 
ausgeiibt. Ebenso diirfte von den Salzen der Nihrlésung keine tédliche 
Wirkung ausgehen. In den Fillen, wo in den Kulturen mit organischen 


Lisungen ein Absterben beobachtet wurde, ist dies wohl ausschliefblich — 
der Wirkung der betreffenden Stoffe zuzuschreiben. Dabei mu8 beim — 


Nitratbildner die Giftwirkung des freien Ammoniaks bei solchen Unter- 
suchungen mit in Erwigung gezogen werden. 


b) Nitritbildner. 
Die Parallelversuche mit den Nitritbildnern stieBen, wie vorauszusehen 


war, auf die denkbar gréften Schwierigkeiten. In erster Linie macht sich die : 
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Konzentrationserhéhung der Nahrlésung wihrend der Nitrifikation durch — 


Umwandlung des schwer léslichen Calciumkarbonats in léslichere Caleium- 


ve os 


verbindungen duBerst ungiinstig bemerkbar. Weiterhin sinkt der pu-Wert, — 
* und das Oxydationsprodukt des Ammoniaks, das Nitrit, wirkt auf die Dauer — 
héchstwahrscheinlich giftig auf die Nitrosomonas-Zellen ein. Hierzu kommt_ 
noch, daB die von mir untersuchten Nitrosomonas-Stimme ihr Nitrifikations- _ 


eptimum bei 36—37°C haben, wiihrend fiir den Niétratbildner bei 30°C noch 


optimale Bedingungen herrschen. Dadurch ist ein gréBerer Wasserverlust 
der Nihrlésung unvermeidlich. Durch diese Schwierigkeiten bedingt, kam 
- - 


es, daf die ersten drei Versuche fehlschlugen. 


Ich stellte daher eine 4. Versuchsreihe an, diesmal ohne NaCl und Na, SO, ~ 


Die 108 Erlenmeyerkélbchen konnte ich bereits nach 38 Tagen. zuparaffi- 
nieren. Den Versuch iinderte ich dem vorigen gegeniiber insofern ab, als ich 
nur die héchsten und niedrigsten Konzentrationen an Stamm 44 priifte und 
an Stamm 32 nur die héchste. Der Nitratbildner wurde nicht zugeimpft. | 
Leider sind die Versuchsergebnisse (Tab. IT) dureh zahlreiche Infek- 


ogy —Miegmte ds 


tionen getriibt. Trotzdem bringe ich diesen Versuch, weil mir der Ein-~ 


fluB8 der Infektion unwesentlich erscheint. Von der Bouillonreihe in 


“ve 


der niederen Konzentration nitrifizierten siimtliche Abimpfungen. Die — 
hohen Konzentrationen dagegen lieferten ausnahmslos tote Tochter-— 


kulturen sowohl beim Stamm 44 als auch bei 32. 


Wenn wir von der einen Ausnahme (Stamm 32 I14) absehen, brachte : 


der Versuch mit Hefewasserzusatz das vollkommen gleiche Ergebnis, 


Tn der niederen Konzentration wurden wieder lebende Abimpfungen — 


gefunden, in der hohen waren sie tot. 


Sehr ahnlich war auch das Ergebnis mit Nihrstoff-Heyden. ‘Die 


nicht nitrifizierende Kultur (Stamm 44 Ill) in der niedrigsten Ver- 
diinnungsreihe kann nicht als die Regel angesehen werden. In gleicher 


Weise diirfte die lebende Kultur von Stamm 32 III, als Ausnahme 2u- 


deuten sein. 


Die Glykosereihe brachte mit einer Ausnahme in der niederen 
Konzentration lebende, in der hohen Konzentration nur tote Tochter-— 


kulturen. 
Die Na-acetatreihe ergab, von zwei Ausnahmen abgesehen, 10 


Tochterkulturen, die Nitrit bildeten. Selbst eine m/10 Na-acetatlésung 


ie, 


Mee. 
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_kénnen als Ausnahmen, aber auch bereits als Andeutung einer -schwach 
Giftwirkung in dieser Verdiinnung betrachtet werden. Fiir Harnstoff 


liegt hier die Vermutung nahe, daf unter den herrschenden Versuc! 


kein Ammoniak abgespalten wurde oder die organische Substanz di 
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au der ausnitrifizierten Nitrosomonas-Kultur hatte also die Bakter 
trotz starken Alkalititsanstiegs nicht zum Absterben gebracht. 

Ein ihnliches Ergebnis lieferte die Reihe mit Na-lactatzu at 
Die zWwel nicht aye cde Tochterkulturen in der cone 


werden.’ : 
Die beiden Reihen Asparagin und Harnstoff verhalten sich in 


scheint jedoch eine Giftwirkung nach den Ergebnissen mit den héhe 
Konzentrationen wenig wahrscheinlich. een namlich eine nia 


stofflosung noch lebende Tochterkulturen. ’ Das mikroskopische ] 
ergab in letzteren Kulturen eine Menge von Nitrosomonas-Zellen. — 


1: 
7 


Nitrifikation hemmte. Beim Stamm 32 sehen wir das eigentlich erwarteti 
Ergebnis mit lauter toten Kulturen in der Harnstoffreihe. _ 7 

Da die Kontrollen beim Stamm 44 auch einige nichtnitrifizieren 
Riickimpfungen brachten, gewinnt es an Wahrscheinlichkeit, daB di 
nichtnitrifikationsfihigen Abimpfungen von den Kulturen niederer Ko 
zentration als Ausnahmen zu bewerten sind, Das vorzeitige Absterbe 
der Kontrollen ist vielleicht auf zu hohe Konzentrationen der Kult 
lésung zuriickzufiihren. (Durch die niedrigkonzentrierten Zusiitze wurden 
clie Lebensbedingungen fiir die Nitritbildner in diesen Kulturen wahr- 


scheinlich sogar verbessert). 4 
II. Langfristige Einwirkung von Bouillon auf 4 
frischbeimpfte Kulturen in Abwesenheit oxydierbaren Stickstoffs. 
Nitrit- und Nitratbildner. —. 3 


Da im Voraufgegangenen keine eindeutige Heterotrophie auf organ. 
Substrat in ausnitrifizierter Nihrlésung nachzuweisen war, versuchte 
ich nun in Gegenwart von Bouillon und der iiblichen Nihrlésung fiir 
Nitrobacter, die jedoch von yvornherein Natriumnitrat statt Natriunt 
nitrit enthielt, die Bakterien zur Zellteilung anzuregen. Die Probiem- 
stellung dieses Versuchés war: Wenn sich die Nitrifikanten in Bouillon 
vermehren kénnen, wird man nach einem Jahr mehr Bakterien in der 
Kultur vorfinden als eingeimpft wurden. 

Die Kulturen wurden ‘hnlich den vorherigen in Erlenmeyerkélbehen mit. 
25 ccm Nihrlésung angesetzt. Die Kélbechen wurden mit einer Platinése be- 
impft, darauf sofort zuparaffiniert und im Keller aufbewahrt. Der gesamte 
Versuch bestand aus 30 Kulturen: 10 davon waren nur mit der iiblichen 

souillon beschickt, 10 erhielten 20 cem Nihrlésung und 5ccem Bouillon; 10 
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ekamen nur 25 cem anorganische Nihrlésung. Die eine Halfte der Kultur- 
erien wurde mit dem Nitrit- (Stamm 32 ), die andere mit dem Nitratibildner 
Stamm 14) beimpft. Die Riickimpfung erfolgte ein Jahr spater in die iibliche 
itrifikationsnahrlésung. t 

Das Ergebnis dieser Riickimpfung bringt die Tab. III. Die Kontrollen 
yhne Bouillonzusatz zeigten, wie zu erwarten war, keinerlei Zellver- 
ehrung. Daf die Nitrifikanten innerhalb Jahresfrist in einer ver- 
schlossenen Flissigkeitskultur, die keine Giftstoffe enthilt, nicht ab- 
terben, ist durch den Versuch tiber die Lebensdauer der Nitrifikations- 
vakterien bereits bewiesen (Bomexe 1948). Wenn eine Impfése in 25 cem 
uspendiert wird, ist die Verdiinnung so grof, dab, wenn keine Ver- 


4 


Tab. II. Langfristiger Bouillonversuch in Gegenwart von CO, 
und Abwesenheit von oxydierbarem Stickstoff. 


Mitrosomonas 


Kolben-Nr 1 2 3 4 5 


Bouillon PN le ah, dhs tee SOO 


Nahrlésung + Bouillon Le cee rel be 


ahrldsung 3 —_— = = 2 Oke 
Be onic . on 
Bouillon + | (—) 4. (en) ee) 
Nahrlésung + Bouillon + si | ity ve a +. 
Nahrlésung a | ie ae ae silk 


mehrung der Individuenzahl erfolgt, wahrscheinlich bei einer Riick- 
impfung mit einer Impfése kein Bakterium erfaBt wird. Nach diesem 
qu urteilen, diirfte beim Nitrosomonas-Stamm 32 keine Zellvermehrung 
ip Bouillon bzw. Nihrlésung + Bouillon stattgefunden haben. Die 
‘Jeichte Nitritbildung in den Bouillontochterkulturen ist sehr wahr- 
-gscheinlich auf nicht bakteriologischem Wege entstanden zu denken. Eine 
Heterotrophie auf Bouillon fiir den NV itritbildner-Stamm 32 ist aus diesen 
-Yersuchsergebnissen nicht abzuleiten. 

Beim Nitratbildner liegen freilich die Dinge etwas eigenartig. Riick- 
-qmpfungen von den Kontrollkulturen (anorganische Nihrlésung) zeigten 
vie beim Nitritbildner keine Nitrifikation. Dagegen waren Abimpfungen 
von Kulturen mit Bouillonzusatz (Nabrlésung + Bouillon) in simtlichen 
Fillen positiv; von der ungemischten Bouillon nitrifizierten ebenfalls 2 


von 5 Abimpfungen. 
Wie ist nun dieses Ergebnis 2u erkliren? Ist es nur Zufali, oder 


“jhaben sich die Nitratbildner tatsichlich in der Bouillon vermehrt? Vor- 
erst muB diese Frage noch unbeantwortet bleiben. Merkwiirdig ist 


i 
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allerdings dieses Ergebnis, da aus ein und demselben Stammkélbehen 


simtliche 15 Kulturen vor einem Jahr mit einer gleich groBen Impfése 


beimpft worden waren und nur gerade die Kulturen anscheinend die — 
meisten Nitrobacter-Zellen aufwiesen, welche in Kélbehen mit Bouillon- 


zusatz sich befanden. Bemerkt sei hier noch ausdriicklich, da alle — 
Kulturen einwandfreie Reinkulturen waren. An eine Zersetzung der — 


Bouillon unter Bildung von oxydierbarem Stickstoff ist also nicht zu 
denken. . ei 


Ill. Kurzfristige Einwirkung organischer Substanzen in Gegenwart 


oxydierbaren Stickstoffs bei An- bzw. Abwesenheit von Kohlensaure. — 


a) Nitratbildner. a sha 
Bouillon. 


Wenn auf Bouillon tatsichlich eine Heterotrophie des Nitratbildners 
vorgelegen hat, miiBte auch ohne CO, eine Zellvermehrung eintreten. 
Zu diesem Zweck konstruierte ich Spezialkélbchen (Abb. 1) mit einem 


Einsatz im Innern fiir die Aufnahme von KOH. Durch Glasschliffstépsel | 


konnte das Innere dieser GefiiBe vollkommen von der AuBenluft abge- 
schlossen werden. Rings um den KOH-Einsatz befand sich die Nahr- 
lésung. 


Die Versuchsanordnung war folgendermaBen: Der — 
Gesamtverbrauch setzte sich aus 18 Kulturen zu-_ 


sammen. Von diesen wurden 6 CO,-frei in den 
Spezialkélbchen geztichtet; die iibrigen 12 Kulturen 
‘ befanden sich in gewéhnlichen, mit Watte ver- 
schlossenen Erlenmeyerkélbchen. Die Halfte der 


Bouillon destilliertes Wasser. In den Einsatzgefiben 


igen KOH-Lésung. Als Kulturlésung wihlte ich die 


8 ccm in die Spezialkélbchen und 20 cem in die Erlen- 
meyerkélbchen gefiillt wurden. Beimpft wurden am 
Abb. 1. Spezialkélbchen am 11. 11. 42 mit einer Platinése siimtliche Kélbchen 


mal CO:2freien Kultur von aus einer S ) ) & 
Mirifkacien, KOH (Kae 208, einer tammkultur. Das erste Mal wurde ge 


GefiBe jeder Gruppe erhielt einen Zusatz von 1:4 
verdiinnter Bouillon, die andere Hialfte bekam statt | 


der Spezialkélbchen befanden sich 2 cem einer 10%- — 


iibliche nitrithaltige Nitrobacter-Nahrlésing, von der 


lauge), N (Nahrldsung), Priift am 9.12.42, das zweite Mal mit dem gleichen — 


Resultat am 8. 1. 43. 


Das Ergebnis (Tab. TV) ist klar und eindeutig. Eine Heterotrophie 
des Nitratbildners auf Bouillon hat nicht vorgelegen. Denn in Abwesen-_ 


heit von CO, tritt keine Zellvermehrung ein. Es ist véllig gleichgiiltig, 
ob Bouillon mugegen ist oder nicht. Dagegen haben saintiche Ratiieeel 
in Gegenwart von CO, das gebotene Nitrit zu Nitrat oxydiert, ohne 
Bouillonzusatz allerdings schneller als mit diesem Zusatz. Hiitte eine 
Ernaéhrung von dieser Substanz stattgefunden, miiBte die N-Oxydation 
in inigtoren Falle wegen der gréSeren Zahl der Bakterien schneller ver- 
laufen sein. Das Gegenteil war aber der Fall. Wiihrend die bouillon- 
freien Kulturen lingst ausnitrifiziert waren, zeigte die Nikrlésung der: 
bouillonhaltigen Kulturen noch kriftige Nitritrealeion 


¥ 
Die obligate Autotrophie der Nitrifikationsbakterien. 281 


Das im vorigen Versuch geschilderte Ergebnis diirfte nur so zu ver- 
stehen sein, da die Bakterien in Gegenwart der Bouillon zwar nicht 


-absterben, sondern die Zellverbinde (Kahmhiute!) zerfallen, wodurch 


eine Vermehrung der Individuenzahl vorgetiiuscht wird. Daf mit der 


gleich groBen Impfose mehr Nitrat- als Nitritbildner iibertragen werden, 


Tab. IV, Kurzfristiger Bouillonversuch bei Gegenwart bzw. 
Abwesenheit von CO, in oxydierbarer Néhrléisung. 


} Nilrobacter-Nahrlésung 
Kolb : a : 7 
ms oe COs-haltig CO2-frei 
Ie = a aS ee = 
| H20 Bouillon H20 _|_ Bouillon 
Be rales oes CP) a3 =; 
iz a oe A i wt 
2 zs (+) = f= 
3 a (+) =< oe 
4 — (+) 
= = aN x rns 
5 ap (+) 
6 + (+) 


: (+) noch nicht restlos zu Ende nitrifiziert. 


habe ich stets beobachten kénnen. Damit ist auch wohl zu erkliaren, 
daB vom Nitritbildner keine lebende’ Abimpfung zu erhalten war. 
Die Individuenzahl war so gering, da ohne Zellvermehrung des 


_ Nitritbildners in Bouillon keine lebenden Individuen erfaBt werden 


konnten. Beim Niétratbildner liegen die Dinge anders, falls die Kahm- 
haute zerfallen wiirden. Wie die mikroskopische Untersuchung ergab, 


_ waren nur Einzelindividuen, nicht Kahmhaute, bei den Riickimpfungen 
‘in den Mutterkulturen zu finden. Damit -diirfte wohl das Problem ge- 
lést sein und eine Heterotrophie des Nétratbildners aut Bouillon nicht 


vorgelegen haben. 


Glykose. 
_ Fiir den nun folgenden Versuch mit Glykose nahm ich nochmals 
den Nitratbildner, weil dieser bekanntlich weniger empfindlich gegen 


-organische Stoffe ist als der Nitritbildner. 


CoremAn (1908) gibt an, daB kleine Mengen Dextrose in nitrifizierenden 
Reinkulturen verschwiinden und das Wachstum der Nitrifikationserreger 
peschleunigten. Im Boden wirke die Dextrose sogar bis zu 0,5 °/o nitrifikations- 
fordernd. Encex (1934) fiihrt die Férderung der Nitrifikation im Boden durch 
Dextrose auf eine Begiinstigung der N-bindenden Bakterien zuriick. Nach 
Erschépfung des Zuckers sterben dann spiter die N-bindenden Bakterien 
ab, und der bei der Zersetzung der Zelle freiwerdende Stickstoff wird nitri- 
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fiziert, wodurch eine Férderung der N Nitrifikation durch Labkiér Wotgeraadey 
wird. Im Folgenden soll nun der Beweis erbracht werden, dab aut Glykose: 
keine Heterotrophie vorliegt 
Die Versuchsanordnung” war folzendermaBen: Die im vorigen ‘reroute 
verwendeten Spezialkélbchen mit 2 com 10°%ciger KOH- Losung im Einsatz- 
gefiB erhielten 8cem der iiblichen nitfithaltigen Nihrlésung fitr den Nitrat- 
bildner. Nach voraufgegangener Sterilisation wurden unter sterilen Be- 
dingungen zu den Kélbehen 2ccm Glykoselésung zugefiihrt, so daB eine 
0,25 %oige Zuckerlésung entstand; zu den andern drei GefaBen gab ich (statt 
Glykose) destilliertes Wasser. Absichtlich war die Glykosekonzentration. SO 
niedrig gewiihlt, damit eine Nitrifikation ohne weiteres méglich war. “a 
Als Konttollen zu den 6 CO,-freien Kulturen dienten 12 weitere Kulturen 
in Erlenmeyerkélbchen in Gegenwart gewohnlicher CO,-haltiger Luft. Die 
eine Hilfte dieser Kélbchen bekam den ‘gleichen Glykosezusatz wie die CO,- 
freien Kulturen, die iibrigen 6 erhielten die entsprechenden Mengen aqua 
dest an Stelle der Glykose, Am 24.9. 42 erfolgte | die Beimpfung, ‘23Tage 
spiter die Priifung auf Nitritschwund. oy 
Das Ergebnis dieses Versuches am Priiftage ist aus Tab. sg m er- 


Tab. V. Kurefristiger Glykoseversuch bei Gegenwart bzw. 
Abwesenheit von CO, in oxydierbarer Ndhrlésung. : 


Nitrobacter-Nahrlésung % 
Kolb c 
Neo EPs CO>-haltig CO+2-frei 
| H20 Glykose | HO | Glykose 
1 a = Sesh hand oa 
we pePRuPR ay eel V1! z ed 
2 + Hel. Del aoe ; 
3 a ws ish | He Me 
4 = nn a . ; 
5 oe ee | . 
se oe! i i 
6 | Dime A : ~ 
5 + ; | 4 
y 4 


sehen, Die CO,-freien Kulturen brachten ohne Ausnahme sowohl ‘in 
Gegenwart als auch in Abwesenheit von Glykose ein negatives Re- 
sultat, Die CO,-haltigen Kulturen dagegen nitrifizierten simtlich, Am 
Priiftage lag in diesen Kulturen das zugefiigte Nitrit restlos als Nitrat 
we die Abimpfungen von diesen Tochterkulturen. nitrifizierten eben-_ 
ls. 

Nun kénnte jemand einwenden, eine Nitrifikation sei zwar im CO,- 
freien Raum nicht méglich, aber eine Zellvermehrung kénnte vielleichtay 
in Gegenwart von Glykose stattgefunden haben. Kaen dieser Einwand ~ 
lift sich leicht entkriften. Die mikroskopische Untersuchung der CO, - 
frei gehaltenen Glykose Kulturen ergab nimlich keinerlei ‘Andeurmes : 


¢ 
at 
a 


P sickened 
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emer Zellvermehrung. Mit diesem Versuch diirfte eindeutig der Beweis 
geliefert sein, daB auf Glykose selbst in Gegenwart oxydierbaren Stick- 
stoffs keine Heterotrophie méglich ist. 

Diesen Versuch auch noch mit dem Nétritbildner zu wiederholen, 
schien mir wenig Erfolg zu versprechen, da die organischen Sub- 
Stanzen wahrend des Nitrifikationsprozesses noch staérker hemmend auf 
den Nitrit- als auf den Nitratbildner wirken. Es scheint so zu sein, dah 
Substanzen, welche den NitrifikationsprozeB schadlich beeinflussen, auch 
nicht als N&hrsubstrat fiir die Nitrifikationsbakterien dienen kénnen. 


b) Nitritbildner. 
Natriumacetat. 


_ Nach den Angaben von Hes (1937) sollen fettsaure Salze sich be- 
sonders vorteilhaft auf Nitrosomonas-Zellen auswirken, ja es wird auf 
Na-Acetat sogar eine Zellvermehrung vermutet, was mit andern Worten 
bedeutet, daB der Nitritbildner heterotroph leben kann. 

Um dieses Ergebnis nachzupriifen, wiederholte ich den vorigen Versuch 
mit Nd-Acetat. An Stelle der Glykose wurde eine Na-Acetatlésung ge- 
nommen, die durch die Verdiinnung mit der Nahrlésung 0,05°/0ig wurde. 
Dies war die gleiche Konzentration, welche auch Hes fiir seine Unter- 
suchungen verwendete. Die Nitrifikationsnahrlésung mufte ich jedoch dahin 
abindern, daB ich statt 10g Magnesiumkarbonat nur 6g Calciumkarbonat/ 
Liter Leitungswasser nahm, weil es mir unméglich war, wihrend des Nitri- 
fizierens bei 35°C das Ammoniak in der Kulturfliissigkeit zu behalten, ob- 
wohl das Magnesiumkarbonat und das Natriumacetat getrennt_ sterilisiert 
und beide erst nach dem Sterilisieren zu der Niihrldsung gefiigt wurden. 
Beimpft wurde sie mit dem Nitrosomonas-Stamm 32, der Schwirmer bildete 
und ein N/O-Verhiiltnis von 35:1 hatte. Gepriift wurden die Kulturen 23 
Tage nach der Beimpfung. | 
Das Versuchsergebnis ist in Tab. VI zu finden. Alle Kulturen in 
Gegenwart von CO, nitrifizierten, in Abwesenheit von CO, dagegen 
‘nicht. Die mikroskopische Priifung der CO,-freien Acetatkulturen ergab 
‘ebensowenig eine Bakterienvermehrung wie die CO,-freien Kontroll- 
kulturen. Wiihrend zwischen den CO,-freien Kulturen kein Unterschied 
pestand, zeigten die Kulturen in Gegenwart von CO, insofern eine 
‘Besonderheit, als die Acetatkulturen etwas rascher NH,-frei wurden 
als die ohne Acetatzusatz. 

Ohne CO, kénnen also die Nitrosomonas-Zellen nicht von Na-Acetat. 
leben. Dies haben das Ausbleiben der Nitrifikation und die mikro- 
skopische Untersuchung ergeben. In Gegenwart von CO, verschwindet 
allerdings in Ubereinstimmung mit den Angaben von Hes das Ammoniak 
schneller aus den Na-Acetatkulturen als aus solchen ohne diesen 
Zusatz. Es wiren zwei Moglichkeiten zu erwagen: 1. Auf Acetat ist 
‘in Gegenwart von CO, neben der Autotrophie eine Heterotrophie mog- 
lich; durch Acetat wird der Stoffwechsel des Nitritbildners irgendwie 
begiinstigt. Es bilden sich daher mehr Bakterien, und aus diesem 
‘Grunde wird das Ammonsalz schneller nitrifiziert. 2. Durch Zusatz. 
yon Na-Acetat tritt eine Reaktionsverschiebung zum Optimum ein. 


‘ No : AY 
; » 
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Tab. VI. Kurefristiger Na-Azetatversuch bei Gajeuvtirt bzw. 
Abwesenheit von CO, in oxrydierbarer Néhrlésung. 


hae 
— = = 
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Mi trosomonas-Nahrlésun g 


Kolben 
q Nr. 


Ur pele | CO>-frei 


ete 


H2O pyy Na-Acetat Pal H20 | Na-Acetat 


1 (+) 7,00 | W708 a 


| ! 


he OH). 702 + 7,26 Ke ae 


} 
| 
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fans BA Ro RE EAE | rol 


g INF 710 7.18 = ol ies 


4 (4) 704] + : 

| = ase a au 

RG Ia : 2 
5 (+) 7,08 + 7,23 : 

6. (4) 7,02 | +.7,29 : q 
oO a Spur NHs. : P “ 
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Die N&hrlésung wird stirker alkalisch. Es verfliichtigt athe aus eine: 
‘Nihrlésung mit Na-Acetat einerseits mehr NH, als aus einer wenlgy? 
alkalischen Lésung ohne Na-Acetatzusatz; “andererseits oxydie i 
die Bakterien in der Nihe ihres Optimums rascher Ammoniak. 
‘das Optimum. fiir meine Nitritbildner bei 7,5—7,8 liegt, sind dic 
Na-Acetatkulturen reaktionsmibig den Kontrollen gegeniiber im Vorteil 
Wenn Hes nun bei der Kohlenstoffbestimmung in Kulturen mit fett- 
sauren Salzen mehr Kohlenstoff findet, so besagt das nichts fiir eine 
Ernaéhrung der Nitrifikanten auf fottsauren Salzen. Aus. eigener Er 
-fahrung ist mir bekannt, wie schwierig es ist, die letzten Spuren eines 
Stoffes aus Bakterienkulturen zu eutferién, Selbst Spuren, die mii 
Reagentien nicht mehr nachweisbar sind, kénnen bei der C-Bestimmung 
zu falschen Werten fiihren. Es ist also méglich, da Hes nicht die 
letzten Spuren der Essigsiiure aus seinen Kultures entfernt hat unt 
so zu der Auffassung kam, die Acetatkulturen bildeten mehr Kohlen 
stoff bei der Oxydation gleicher Ammoniakmengen als die acetatfreien 


- 


SchluBbetrachtung. 


Uberblicken wir noch einmal die gesamten, Versuchsergebnisse tibe: 
das Verhalten der Nitrifikanten in organischen Medien, so diirfen wi 
wohl mit einer gewissen Berechtigung annehmen, da8 die organischet 
Substanzen in den von mir angewandten héheren Konzentrationen au 
die Dauer mehr oder minder schidigend auf die Nitrifikantenzellen ein 
gewirkt haben. Was also die N-Oxydation hemmt, schidigt auch di 
Zellen und wirkt unter Umstiinden tédlich. An dieser Stelle sei darau 
hingewiesen, daf die léslichen organischen Stoffe, wie sie in der Natu 
vorkommen, in der Regel in weit geringeren Konzentrationen aa 
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als die von mir gepriiften. In einem gesunden Acker findet man vor- 
wiegend Nitrate und nur du®erst selten Ammoniak und Nitrite. Diese 
Tatsache beweist uns, da% die Konzentration der lislichen organischen 
Substanzen sehr gering sein mu’. Und wenn die Nitrification nicht 
einmal gehemmt wird, wieviel weniger kénnen dann erst die Bakterien 
abgetétet werden. Denn zwischen den hemmenden und tédlich wir- 
-kenden Konzentrationen besteht eine groBe Spanne. Vermutlich wirken 
die organischen Stoffe teilweise spezifisch, d.h. es sind graduelle Unter- 
schiede vorhanden. Diese kénnten vielleicht bei einigen, z. B. Harnstoff, 
in der Abspaltung von Ammoniak zu suchen sein. Es diirften aber auch 
noch andere Momente hinzukommen. Welcher Art diese sind, ist einst- 
weilen noch nicht zu sagen. 

Eins ist jedoch sicher, daB die von mir intarenchten. Nitrifikanten 

nicht heterotroph zu leben vermégen von den Stoffen und in den Kon- 
zentrationen und in der Zusammensetzung der Nahrlésung, wie ich sie 
ihnen dargeboten habe. Wenn nimlich eine Heterotrophie vorgelegen 
haben sollte, dann hatten gerade nach ‘/2-jihriger und lingerer Einwir- 
kungsdauer der organischen Substanzen unter Beriicksichtigung des 
sehr trigen Siottwachsols die Riickimpfungen von solchen Substraten 
mehr lebende Bakterien ergeben miissen als in den Abimpfungen nach 
1—2 Monaten. Das Umgekehrte aber war stets der Fall. Es kénnte nur 
noch sein, daB bei einer ganz bestimmten Konzentration und vielleicht 
auch in Verbindung mit gewissen Salzen doch eine Heterotrophie még- 
lich ist. Denkbar wire das, doch die Wahrscheinlichkeit, daB es so ist, 
ist sehr gering. eae 
_- Wenn wir bedenken, daf die Nitrifikanten viele Jahre (BOmMEKE 
1948) im Hungerzustande sich erhalten kénnen, ohne die Lebenskraft 
| einzubiiBen, so ist es gar nicht verwunderlich, daf& organische Ver- 
bindungen fiir sie belanglos sind. Es erscheint uns nur unwahrschein- 
lich, daB von den Nitrifikanten gerade die fast tiberall im Boden vor- 
handenen organischen Verbindungen verschmaéht werden, von denen 
das riesige Heer der heterotrophen Organismen lebt. Es diirfte viel- 
leicht so sein, daB den Nitrifikanten die Enzyme fehlen, die diese zum 
-gréBten Teil doch recht kompliziert gebauten organischen Verbindungen 
aufzuschlieBen vermégen. 


Mit obigen Versuchen iiber den Nachweis einer eventuell vor- 
kommenden Heterotrophie auf den simtlichen: von mir untersuchten 
organischen Stoffen diirfte wohl endgiiltig der Beweis erbracht sein, 
daB die untersuchten Nitrifikanten-Stimme obligat autotroph sind. Dab 
es auch fakultativ autotrophe oder gar heterotrophe Nitrifikations- 
-erreger giibe, wire an und fiir sich denkbar, daB sich aber autotrophe 
_Nitrifikanten in heterotrophe umziichten lassen, ist nach meinen Er 
fahrungen héchst unwahrscheinlich. Ergebnisse, die eine Heterotrophie 
vorgetiucht hatten, haben sich bei gewissenhafter Nachpriifung als 
‘irrig erwiesen. Meiner Meinung nach vermégen die tibliczen Nitriftka- 
tionsbakterien, welche die Chemosynthese durchfiihren, nur obligat 
-autotroph zu leben. Eine Anpassung an organisches Substrat erscheint 
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mir unméglich. Hine Umziichtung auf heterotrophe Pome ist mir nicht 
eelungen, “Selbst durch jahrelange Einwirkung organischer Stoffe haben 
sich keine heterotrophen Nitrifikationserreger herausziichten. lassen. 


L 


a 
Zusammenfassung. oe 
1. Langfristige Einwirkung organischer Stoffe wie Bouillon, Hefe- 
wasser, Nahrstott- Heyden, Glykose usw. auf Nitrifikationsbakterien in 
ausnitrifizierter Nahrlésung fiihrté zu einer Zellschidigung. . 
2. Eine Zellvermehrung auf organischer Substanz wurde in keinem 
Fall beobachtet, ebensowenig eélang eine Umziichtung autotropher 
F'ormen in heterotrophe. i. a } 


“ 
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SG ADEA: DARGA Towra 


Sporobolomyces holsaticus n. sp. 
| Von 
SIEGFRIED WINDISCH#, 
Mit 1 Textabbildung. 
(Eingegangen am 31. Januar 1948.) 


_ Es gelang 1938, von Futterhefe einen hefeihnlichen, roten Pilz zu 
-isolieren. Morphologisch unterschied er sich von der Gattung Rhodoto- 
rula durch das Vorhandensein von Myzelformen und die offenbare Ab- 
schleuderung von Sporen oder Konidien, die an der gegeniiberliegenden 
Glaswand des Kulturglases haften blieben. Es lag daher nahe, ihn als - 
zur Gattung Sporobolomyces gehorig zu betrachten. 

Uber die bisher bekannten Arten der Gattung Sporobolomyces liegen 
zahlreiche Arbeiten (s.u.), darunter eine Bearbeitung von Derx vor 
mit einem Bestimmungsschliissel, nach dem es jedoch nicht gelang, 
~ den Pilz. zu bestimmen. Daher wurde-der Pilz an das Centraalbureau 
voor Schimmelcultures in Baarn, Holland, geschickt, wo Fraulein Dr. 
- H. A. Dippens. feststellte, daB der Pilz eine neue Art der Gattung 
~Sporobolomyces darstellt. 

_ Ehe die Beschreibung dieser neuen Art folgt, mdge es erlaubt sein, 
- darauf hinzuweisen, dai die beiden.in der Literatur erwahnten Rhodo- 
myces-Arten Rh. Kochii v. Wettstein 1885. und Rh. dendrorrhous Lud- 
‘wig 1891 trotz der nicht vollstindigen Beschreibung (Angaben iiber 
-Kultureigenschaften und Assimilation fehlen) in den Kreis der seit 
~ Kluyver und van Niel 1924 als Sporobolomyces bezeichneten Pilze ge- 
héren. Da Originalkulturen der Rhodomyces-Arten nicht vorhanden 
sind, kann dieser Beweis nicht schliissig gefiihrt werden. [mmerhin 
mtiBte bei einer spiiteren Bearbeitung der Sporobolomyces-Arten die 
-Anerkennung des Gattungsnamens Rhodomyces in Erwagung gezogen 
- werden, da er die Prioritat vor Sporobolomyces hat. 

Eigene Untersuchungen des vorliegenden Pilzes ergaben Folgendes: 

In Wiirze bei 30° GC nach 3 Tagen: Geschlossene, anfangs weibe 
Decke mit leichtem Stich ins Rosa, glatt, mit beginnender Faltung, Faltchen 
~ rosa, 5mm hoher Ring, zunichst kein Bodensatz, Losung leicht triib. Spater 
wird die Decke immer dicker, erst rosa, dann. lachsfarben, wenig elinzend 
eder matt bis bestiubt, in letzterem Fall ungleichfarbig: stellenweise fast 
weiB (bestiubt), andernorts lachs oder rosa in verschiedenen Schattierungen. 


1 Die Untersuchungen wurden im Laufe der letzten 10 Jahre bei der 
Firma Technisches Biiro Percola GmbH, Miinchen, der Wissenschaftlichen 
Station fiir Brauerei in Miinchen, dem Girungsphysiologischen Institut der 
Technischen Hochschule Miinchen in Weihenstephan und der Firma WIRAG, 
Gesellschaft fiir wissenschaftliche und technische Chemie in Miinchen durch- 
- gefiihrt. ; 
19* 


’ 
Decke schlieBlich kisig dick, oberseits weiterwachsend, untere Teile unter- 
sinkend. Dadurch kommt Bodensatz zustande, der langsam zunimmt. Boden- 
satz lachsfarben. Lésung stark triib. Decke aderig gewellt bis faltig ge- 
kriuselt. — Im inikroskopischen Bild sieht man Sporen: die sprossen oder 
zu wurmartig gekriimmten oder geschlingelten Hyphenzellen auswachsen. 
y bei te Bildung. von Sekundirsporen, die auf haarfein ausgezogenen Sterigmen 
aufsitzen, Sporen typisch mit einer fast geraden und einer stark konvexen 
Seite, beidendig abgestutzt, GriBbe 2,8—4,2 < 7—11u. (Die Frage, ob es sich 
um Sporen [Basidiosporen| oder Konidien handelt, ist umstritten. Fiir di 
Auffassung als Basidiosporen haben sich KLuyVER und van Niet 1924 und 1927, 


spiiter Derx 1930 und BuLLer 1933 ausgesprochen, sie rechnen die Gattung 
Sporobolomyces zu den Hemibasidieen. Nach Lonwac 1925, GUILLIERMOND 192 


und Srempe.t 1935 handelt es sich dagegen um Konidien) ; 

In 3/4, 4/2 und 1/4 verdiinnter Wiirze ist die Entwicklung des Pilzes 
grundsatzlich gleich, nur kommt die Form II von Derx noch ausgesprochener 
zur Ausbildung: Verschiedenfarbige Inseln, die mit abnehmender Wiirze- 
konzentration immer langsamer zusammenwachsen. Die Decke sieht schuppig 
aus. In dunkler rosa Schuppen starke Myzelbildung. Einzelhyphen z. T. sehr 
dick, lang und starr und angefiillt mit regelmiBigen Fettropfen, die manch- 
mal Endokonidienbildung vortduschen k6nnen. + 

Riesenkolonie auf Wiirzeagar nach 7 Wochen: Kolonie ziegel- 
bis lachsrot, zum Rande hin himbeerrosa, in der Mitte hoch grobfaltig, nach 
dem Rando zu feinfaltig. Falten teils mehr konzentrisch, teils radial gefaltet. 
Rand wenig gekerbt, Lappen gro, in sich elattrandig, Mitunter graurosa 
Sektoren, die: stark weif bestiubt sind. Mitte auch sha, bestaubt. Be 
niatt und trocken. 

Wie man sieht, entwickelt der extrem aerophile Pilz auf Fliissigkeiten eine 
Vegetation, die mit zunehmendem Alter seinen Kolonien auf festen Nahr- 
béden immer Ahnlicher wird. 

Gairfaihigkeit: fehlt. 

Die Assimilation von Zuckerarten und Stickstoffverbin- 
dungen wurde nach der auxanographischen Methode nach LoppEr-BEJERINCK — 
cepriift. Der Pilz assimiliert von Zuckern nur Monosen (Dextrose, Livulose, 
Mannose und Xylose), von Stickstoffverbindungen gut Ammonsulfat, Pepton, 
Kaliumnitrat, Harnstoff und Asparagin, schwiicher Glykokoll und nur sehr 
schwach Tryptophan. — Gepriift und als nicht assimilierbar befunden 
wurden von Zuckern Galaktose, Saccharose, Laktose, Maltdse, Raffinose,. 
Arabinose und Rhamnose, von Stickstoffverbindungen nur Histidin. In den 
Stickstoffauxanogrammen fiel ein starker, leichenartiger Geruch auf. 

Wie aus dieser Beschreibung hervorgeht, handelt es sich um eine 
Form, die der Art Sporobolomyces Saisontcolar nahe steht, indem sie 
auf Wiirze sofort eine Haut bildet, Nitrat assimilieren fant und stark 
entwickeltes Pseudomyzel und Myzel aufweist. Der vorliegende Stamm 
unterscheidet sich aber von Sp. salmonicolor, indem er nur Monosen 
(Dextrose, Livulose, Mannose, Xylose) assimilieren kann und nicht die 
—andern Zucker. Dieser Stamm ist durch jahrelange Kultur auf festen 
Nahrbéden in die Form II nach Derx tibergegangen, was vor allem aus 
der iippigen Pseudomyzelbildung und dem stellenweise auftretenden 
Myzel mit echten Querwiinden hervorgeht. Im iibrigen konnten die Be- 
obachtungen von Derx bestiitiet werden, da® es eine I. und eine IL. 


288 SIEGFRIED WINDISCH: 


e 
‘ 


Sporobolomyces holsaticus n. sp. 289 


Form auch bei dieser Sporobolomyces-Art gibt, die also etwa der S- 
(smooth) und R- (rough) Form bei Bakterien (AckwricHT) und ebenso 
bei Hefen (z. B. nach Nyserc) entsprechen. Der beschriebene Pilz stellt 
eine neue Art dar. Es sei vorgeschlagen, den Pilz zu bezeichnen als: 


Sporobolomyces holsaticus n. sp. 


Artumgrenzung: 


Langovale Zellen mit Sprossung, die oft unregelmifig an beliebigen 
Stellen erfolgt, daneben mehr oder weniger Pseudomyzel und selten auch 
starr gerades Myzel. Zellen oft knorrig gekriimmt und verbogen. Sporen (oder 
Konidien) ungleichseitig konvex, beidendig abgestutzt, 2,8—4,2><7—1l1u. 
Riesenkolonie auf Wiirzeagar ziegel- bis lachsrot, am Rande himbeerrosa; in 
der Mitte grobfaltig, nach aufen feiner gefaltet. Rand wenig gekerbt, Lappen 
glattrandig und groB. Mitte der Kolonie wei® bestiubt, Kolonie matt und 
trocken. (Form2 nach Derx). In Wiirze sofort geschlossene, anfangs weibe, 
dann rosarote Decke, die sich allmihlich faltet. Ring und spater lachsrosa 
Bodensatz. Giirung fehlt. In synthetischen Medien Wachstum nur mit Mo- 
nosen (Dextrose, Livulose, Mannose und Xylose). Von den untersuchten 
Stickstoffverbindungen werden Ammonsulfat, Pepton, Kaliumnitrat, Harnstoff 
und Asparagin gut, schwicher Glykokoll und sehr schwach Tryptophan assi- 
miliert. 


Abb. 1. Sporobolomyces holsaticus ”. sp. Riesenkolonie nach 7 Wochen 
auf Wiirzeagar in Kolleflasche. Mitte der Kolonie ziegel- bis lachsrot, 
zum Rande hin himbeerrosa, mit 2 weiBlich-graurosa Sektoren. 
Nat, GroBe. 
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(Aus dem Laboratorium fiir Mikrobiologie, Mahlum bei (20) Bockenem.) 


Untersuchungen zur Erdélbakteriologie I. 
Von 


ADELHEID MULLER und W. Scuwartz. 


(Eingegangen am 27. Januar 1948.) 


‘Seit etwa 20 Jahren hat sich eine Mikrobiologie des Erdéls und der 

_ Erdélprodukte entwickelt, eingeleitet durch die um 1924 begonnenen | 
Untersuchungen von GinspurG-KaraGiTscHEWwA (1926, 1927) auf den 
Olfeldern von Apsheron und durch die Entdeckung lebender Bakterien 
im Erd6l und in dem das 61 begleitenden salzhaltigen Olwasser?. 

“ Zunichst handelte es sich nur um desulfurizierende Bakterien, spiiter 
Stellte sich heraus, daB® eine charakteristische, vorwiegend aus Bakterien, zu- 
sSammengesetzte Mikroflora an das Erdol eebunden ist. Fast gleichzeitig 
haben” in den Vereinigten Staaten Bastin und seine Mitarbeiter (1926, 1930), 
Gant und AnpeRson (1928), GinTER (1930) desulfurizierende Bakterien im 

_ Erd6él nachgewiesen. Auch von ihnen wird das fast véllige Fehlen von Sul- 
faten im Olwasser und das Auftreten von Schwefelwasserstoff in Erdélgasen 
mit der Lebenstatigkeit dieser Bakterien in Verbindung gebracht,. da die 
Bedingungen zu einer chemischen Reduktion der Sulfate in der Lagerstitte 
nicht gegeben sind (Bastin usw. 1926b)). 

In der weiteren Entwicklung lag die Fiihrung zuniichst yet’ russischen 
Forschern, besonders bei Giyspurc- KaRAGrrscHewA und ‘Tausson. Die Bak- 
terienflora des Erdéls erwies sich als recht mannigfaltig. Auger Vibrio 

_ desulfuricans fanden sich Bakterien, die aus schwefelhaltigen Proteinen 

Schwetelwasserstoff und Merkaptan abspalten, Denitrifizierer, Wasserstoff- 

gdrer, Methangdrer, Zellulosevergdrer. (GinsBuRG-KARAGITSCHEWA 1933). Eine 

hnlich zusammengesetzte Mikroflora wurde in bituminésen Tiefseeablage- 

rungen des Schwarzen Meeres (GinsBuRG-KARAGITSCHEWA 1934, 1935) und im 
Schlamm der in Erdélgebieten vorkommenden Schlammvulkane oder Salsen 
(Tausson 1934, RuBeNTScHIK, 1936) entdeckt. 

Die Herkunft der im Erdél und Olwasser bei ihrem Austritt aus den Erd- 
élsonden ermittelten Keime soll nach Ansicht der amerikanischen und russi- 
schen Forscher in der Lagerstitte selbst zu suchen sein. Da die Probe- 
nahmen an der Erdoberfliche erfolgten, sind die Beweise hierfiir indirekter 

_ Natur. Gant und Awyperson (1928). verweisen auf die Beziehungen zwischen 
Salztoleranz und Temperaturanspriichen der von ihnen isolierten Rassen des 
‘Vibrio desulfuricans einerseits und den in den betreffenden Lagerstatten 
nach Salzgehalt des Olwassers und Tiefenanlage gegebenen Bedingungen 
-andererseits. GivspurRG-KarAcitscHEewa (1987) untersuchte einen frischen Auf- 
schluB® einer Olschicht mit Gasauftrieb und eruptivem Olaustritt. Sie fand 
-desulfurizierende Bakterien nur in dem mit dem Ol in Kontakt stehenden Ol- 
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1 Vel. hierzu auch Scuwartz u. MULLER (1948). 
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wasser, wihrend der zuerst ausgeschleuderte Bohrschlamm keine enthielt. 
Der Keimgehalt des Ol-Wasser-Gemisches stieg vom ersten zum fiinften Tag 
der Eruption von 2,5 auf 6,9 Millionen Bakterien an, beides Stiitzen fiir die 
Annahme, daS die Bakterien nicht erst wahrend des Bohrprozesses in die 
Bohrung eingeschleppt worden waren. . 

Die Folgerungen, die Ginspurc-KaracitscHEwa (1933) aus ihren 
Funden gezogen hat, sind sehr weitgehend: Die heute im Erdél vor- 
handenen Keime sollen Nachkommen der Mikroben sein, die an dér Ent- 
stehung des Urbitumens aus sapropelartigen marinen Ablagerungen be- 
teiligt waren. Sie sollen an der sich iiber Jahrmillionen pate 
Umwandlung der Ausgangssedimente zum Urbitumen und zum Erdé 
und an dessen Wanderungen zur heutigen Lagerstatte teilgenommen 
haben. : 

Da8 tatsichlich Erdélbestandteile als Nahrstoffe verwandt werden kénnen, 
geht z. B. aus Untersuchungen von Tausson und Suaprro (1934) iiber die Oxy- 
dation von Emba-Roh6l und Baku-Schmieré] hervor, von denen im Verlauf von 
7 Monaten 45 bezw. 12°/o oxydiert worden waren. ‘Tausson hatte schon friiher 
die Oxydation von Paraffin (1925), Naphthalin (1927), Phenanthren (1928) und 
von verschiedenen anderen Kohlenwasserstoffen wie Toluol, Xylol, Cymol,) 
Stilben (1929) nachgewiesen. Die wirksamen Bakterien stammten aus Erdél 
und aus 6ldurchtriinkten Bodenproben von Olfeldern. Die Diagnose der neu 
beschriebenen Arten ist leider nirgends so vollistaindig, da8 es méglich ware,. 
zu entscheiden, ob es sich wirklich um neue Arten handelt oder um andere! 
lingst bekannte, die unter anderem auch Kohlenwasserstoffe angreif n 
kénnen. Auch iiber die Art der Verwendung der Kohlenwasserstoffe im Bau- 
und Betriebsstoffwechsel und tiber den Verlauf des Abbaus ist noch nich 
Gesichertes bekannt. Die Tatsache, daB Kohlenwasserstoffe von einer 
ganzen Reihe von Mikroorganismen aus beliebigen Schlamm- und Bod 
proben angegriffen werden kénnen, ist an sich nicht neu. Soweit Kohl n- 
wasserstoffe des Erdéls in Frage kommen, wiiren z.B. die Arbeiten a 
Perer (1919), Tausz (1919), Tausz und Donatu (1930) zu nennen. i 

Zahlreiche Angaben iiber die Oxydation der verschiedensten Kohlen- 
wasserstoffe durch Mikroben findet man bei ZopeLu (1946). Auch in Erdél- 
produkten treten Bakterien auf und bewirken dort unter Umstiinden uner- 
wiinschte chemische Umsetzungen. So enthalten z. B. die in Maschinenfabrikem 
bei der Metallbearbeitung benutzten Mineralélemulsionen erhebliche Bak- 
terienmengen (LEE u. CHANDLER, 1941, Durrerr usw., 1948, Ernst, 1943); Gas: 
bildungen in Petroleumtanks kiénnen bakteriell bedingt sein (Tuaysen 1939. 
1940); Flugzeug-Gasolin iindert bei der Lagerung in Tanks unter Wasser- 
at durch Bakterientitigkeit seine chemische Zusammensetzung (ZOBELL. 
1945). 

In Deutschland hatte Lreske (1933) in seinem Referat tiber eine Arbeiti 
von THorPE mitgeteilt, daf er in Rohélproben aus dem Hannoverschen 
Gebiet, die direkt aus dem aus etwa 900m Tiefe stammenden 61 ent- 
lommen worden waren, zahlreiche Bakterien nachweisen konnte, Einige 
Jahre spater lie} Kreycr-Grar durch Barer (1937) Untersuchungen aut 
dem Olfeld Nienhagen durchfiihren. Barer kannte offenbar einen Teil der 
russischen Arbeiten und die Notiz Ligsxes nicht. Es gelang ihm weder 
mikroskopisch noch kulturell in verschiedenen Nihrmedien im Erdél 
Mikroorganismen nachzuweisen, Er rechnete anscheinend auch nicht 
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sonderlich mit ihrem Vorhandensein wegen der bekannten bakteriziden 


_ Wirkung niedrig siedender Kohlenwasserstoffe. 


Mit dieser einen negativen Feststellung wurde die bakteriologische: 
Erforschung des Erdéls in Deutschland abgetan; weitere Nachpriifungen 
unterblieben. Dagegen wies Rejnretp (1939), ohne seinerseits von | 
Barers negativen Befunden Notiz zu nehmen, erneut in Erdélproben 
und begleitendem Olwasser Bakterien nach und bestitigte damit alle 
friiheren positiven Ergebnisse. Es lé6t sich nun nicht ohne weiteres 
annehmen, daf die negativen Ergebnisse Barers gegeniiber den vielen, 
stets positiven Ergebnissen der amerikanischen und russischen Forscher: 
falsch sein miissen. Es kénnten beispielsweise Unterschiede in den 
bakteriologischen Befunden in der Zusammensetzung und Herkunft der 
verschiedenen Olproben begriindet sein. 

Als erste Aufgabe ergab sich daher, noch einmal Erdéle méglichst. 
verschiedener Herkunft und Beschaffenheit vergleichend bakteriologisch 
zu untersuchen und festzustellen, ob sie keimhaltig sind oder nicht und 
ob sich etwa vorhandene Keime im Erd6l vermehren und Erdél-Bestand- 
teile verwerten kénnen. Gegebenenfalls war die Herkunft der Keime fest- 
zustellen und abzuwigen, was fiir ihr primires Vorhandensein in der 
Lagerstitte und was etwa fiir eine sekundire Einwanderung in das Erd6l © 
sprechen kénnte. Dagegen sollte die systematische Bearbeitung iso- 
lierter Bakterien und die eingehende Untersuchung ihrer Stoffwechsel- 
physiologie zuriickgestellt werden. 

Ein weiteres wichtiges Problem schien uns die Frage nach der allge- 
meinen Verbreitung von Erdélbakterien in der Natur zu sein, besonders 
in oberflichlichen Bodenschichten oberhalb und auferhalb von Erdél- 
lagerstitten. Uber die hieriiber bereits durchgefiihrten umfangreichen 
Untersuchungen und ihre praktische Bedeutung soll spiter berichtet 
werden. Die Untersuchungen wurden in den Jahren 1943/44 im Bota- 


‘nisch- Mikrobiologischen Institut der technischen Hochschule Karlsruhe 


ausgefiihrt. 


I. Bakteriologische Untersuchung von Erdélen. 
1. Methode: 


Wenn nachgewiesen werden soll, daf Erdél lebende Keime beim 
Hochsteigen aus der Lagerstiitte mit sich fiihrt, so miissen bei der Probe- 
nahme unbedingt die Regeln der Asepsis eingehalten werden, um 
sekundire Infektionen zu verhiiten. 

~Handelt es sich jedoch nur darum, zu untersuchen, wie die im Erdél] vor- 
handenen Keime, gleichgiiltig ob sie im Ol bereits enthalten waren oder erst 
im Kontakt mit der Luft oder den obersten Bodenschichten aufgenommen 
wurden, die einzelnen Erdélbestandteile, z. B. bestimmte Kohlenwasserstoffe, 
abbauen, so spielt dieser Gesichtspunkt naturgem&$ keine Rolle. Leider 
finden wir in den uns zugiingigen russischen Arbeiten, die das Hochsteigen 
der Keime mit dem Erdél nachweisen wollen, keine oder nur unbestimmte 
Angaben iiber die Einhaltung der Asepsis. Bastin fing die Olproben am 
Sondenkopf in sterilen Glasstopfenflaschen auf. BatER sagt nur, da die 
Probenahme unter sterilen Kautelen erfolgte. 
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Wir gingen, wenn irgend méglich, von der flieBenden Sonde aus und 
griffen nur in besonderen Fallen und zu Vergleichszwecken auf das Erdol 
-der Sammelleitungen und der Tanks zuriick, in denen sich das Ol ver- 
schiedener Sonden, vermischt. Eine trocken sterilisierte, sorgfaltig verpackte 
Glasstopfenflasche oder ein gréBeres Pripraratenglas mit Glas- oder Kork- 
stopfen diente zum Auffangen des Ols aus der Sonde oder aus einem Hahn- 
der Sammelleitung. Stets lieBen wir erst eine Weile das Ol frei ausflieben. Zur 
Entnahme aus Tanks dienten sterile Pipetten mit weiter Offnung. Die Ver- 
arbeitung und erste Untersuchung der Proben erfolgte bei den in Deutschland 
genommenen Proben meist wenige Tage nach der Probenahme im Labo- 
ratorium. é a 

a) Eine direkte mikr oskopische Untersuchung im dureh- 
fallenden Licht im Deckglaspriparat war nur bei leichtfliissigen oder 
stiirker wasserhaltigen Olen méglich. Zihfliissige, dicke Ole lieBen sich nicht 
geniigend diinn auf Objekttrigern ausstreichen. 

b) Die direkte Firbung mit den iiblichen Bakterienfarbstoffen ge- 
lang nicht. . 4 

c) Zum kulturellen Nachweis von Bakterien und anderen Mikro- 
organismen wurde ein Tropfen Erdél auf Nihragar (hergestellt aus Fleisch- 
bouillon mit einem Zusatz von 0,5°/o Witte-Pepton und 0,5 °/o Na Cl) oder einem 
synthetischen Agarnihrboden ohne C-Quelle von folgender Zusammen- _ 
-setzung mit dem gebogenen Glasstab ausgestrichen: NH,Cl 0,05°/o, K, HPO, 
0,05°/o, MgSO, 0,02%/o,. CaCO, 0,02°%o, sorgfaltig ausgewaschenes Agar 1,5%/o. 
Von diesen Platten lieBen sich einzelne Kolonien abimpfen und weiter kulti- 
vieren. Auch die von Barer benutzten Substrate wie Nihrbouillon, Magermilch 
und synthetische Nahrlésungen wurden zum Nachweis oder zur Isolierung 
von Keimen herangezogen, erwiesen sich jedoch als weniger brauchbar. 

d) Keimgehaltsbestimmungen nach der Koch’schen Platten- 
methode stieBen auf erhebliche Schwierigkeiten, soweit mehr als eine ange- 
niherte Schitzung des Keimgehaltes erreicht werden sollte: 1cem Erdél 
wurde in 99 ccm sterilem Wasser in einer mit Gummistopfen verschlossenen 
Rollflasche 380 Minuten lang in der Schiittelmaschine kriftig geschiittelt. 
Kine Emulgierung des Ols gelang jedoch nur unbefriedigend. Von der Auf- 
schwemmung wurden Verdiinnungen bis 1: 10% hergestellt, die sich zum Teil 
nur ungeniigend mit dem Ni&hrboden mischten, sodafi viele Platten wegen 
der lokalen Hiufung von Kolonien nicht ausgewertet werden konnten, Um 
diese Schwierigkeiten umgehen zu kiénnen, mii®te man einen geeigneten 
Emulgator finden, der gute Ol-in-Wasser-Emulsionen herstellt, nicht bak- 
terizid wirkt und selbst keimfrei ist. Leider erwies sich keiner der bisher 
gepriiften Emulgatoren als geeignet. 

e) Fiir den Nachweis spezifischer Keime standen eine ganze 
Reihe von Wegen und Méglichkeiten zur Verfiigung. Wir beschriinkten uns 
zunichst auf den Nachweis von Sulfatreduzierern, Denitrifizierern, Kohlen- 
wasserstoffspaltern und nicht spezialisierten Anaerobiern. Die angewandten 
Methoden waren folgende: ; : 

Sulfatreduzierende Bakterien wurden nachgewiesen mit van 
Deldens Nihrlésung unter Zusatz von 3°/oNaCl bei Kultur-Temperaturen 
von 30 und 55° C, denitrifizierende Bakterien mit Giltay-Lésung 
bei 80°C. Von Kohlenwasserstoffspaltern wurden Paraffinspalter 
mit Séhngen-Liésung (modifiziert nach v. Porno) bei 30°C nachgewiesen; 
Hexan- und Cyclohexanspalter ebenfalls bei 30°C mit folgender Nibrlésung 
nach Tausson (1925): Ca(NOs), 0,10, KNOs 0,025 °%o, KH, PO, 0,025, MgSO, 
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0,025 °/o, Fes (SO4)3-0,0025 °/o + 0,2%/o eines Hexan-Cyclohexangemisches (1:1). 
Da sich verschiedene reine Kohlenwasserstoffe als keimhaltig erwiesen, wie 
eine Kontrolle (Kinsaat in Fleischbouillon) zeigte, mu&ten sie vor der Ver- 
wendung im RiickfluBkiihler gekocht, oder besser unter Benutzung eines 
Ganzglasbakterienfilters der Firma Schott keimfrei filtriert oder in einer ge- 
eigneten Glasapparatur, 4hnlich der von Tausson (1929) angegebenen, destil- 
liert und keimfrei aufgefangen werden. 


Anaerobier wurden nachgewiesen mit frisch bereiteter Leberbouillon. 
2. Ergebnisse: 


Unsere Untersuchungen erstreckten sich auf 43 Erdélproben vom 
westlichen Fliigel des Maikoper Gebietes auf der Taman Halbinsel (6), 
aus Weingarten in Baden (6), Nienhagen, Mélme, Rietze auf den Han- 
noverschen Olfeldern (23), Pechelbronn im Elsaf (4) und Heide in 
Holstein (4). Nach ihrer geologischen Herkunft, ihrem Wassergehait, 
ihren chemischen und physikalisch-chemischen Daten waren die Proben 
von ganz verschiedener Beschaffenheit, wie die folgende Ubersicht 
zeigt (Tab. I). 

Keimgehalt: Schon die mikroskopische Untersuchung lieS in 
einem Teil der Proben die Gegenwart von Bakterien erkennen, die sich, 
wenn das Ol Wasser enthielt, sehr hiufig in den winzigen Wasser- 
trépfchen angesammelt hatten. In stiirker wasserhaltigen Olen waren 
in der Wasserschicht, die sich im Aufbewahrungsgefa® unterhalb des 
Oles absondert, stets gréBere Mengen von Bakterien enthalten. 

Auch in den Ausstrichen auf festen Naturbéden kam es stets zu 
einer mehr oder weniger reichen Entwicklung von Bakterien, auf Nahr- 
agarplatten stirker als auf synthetischem Agar. Auf Nahragar waren 
die Kolonien meist tiber die ganze Platte verstreut, sie fanden sich in 
dicken Olschichten wie auch an Stellen, wo nur eine feine Olhaut tiber 
dem Nihrsubstrat lag. Auf synthetischem Agar kamen dagegen die 
Kolonien ausschlieBlich im dicker aufgestrichenen Erd6él oder am Rande 
von Oltropfen zur Entwicklung. Die Bakterien miissen demnach Erdol- 
bestandteile als einzige Kohlenstoff-Quelle verwerten konnen. 

Mit Hilfe des Koch’schen Plattenverfahrens gelang es, von den OL , 
ausstrichen eine ganze Reihe von Bakterienstiimmen zu isolieren, deren 
systematische Bearbeitung noch nicht abgeschlossen ist. Soweit sich 
bis jetzt erkennen lé6t, ist vor allem die fluorescens-pyocyanea- 
Gruppe unter den auf Nahragar aerob wachsenden Erdélbakterien ver- 
treten. 

Ausstriche auf Wiirze-Agar-Platten blieben meist steril. In einzelnen 
Fallen zeigten sich jedoch Pilze, darunter zwei Hefen, (Rhodotorula 
mucilaginosa (Jérg.) Harrison und Torulopsis albida (Saito) Lodder, 
ferner Cephalosporium acremonium Cda, Paecilomyces varioti Bain., 
und Tritirachiwn roseum v. Beyma?, 

In den Ausstrichen auf Nahragar war festgestellt worden, daf keines 
der untersuchten Erdole steril ist. Aus einem Uberblick tiber die mit 


2 Fiir die Bestimmung der Kulturen danken wir dem Centralbiiro fiir 
Pilzkulturen in Baarn, Holland. 
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Tab. I. Geologische und chemische Daten 


—— tat Ort der 
Bezeich- Feld und Sonde Geologische Formation und Tiefe Probe- 
nung entnahme 
R 1 Maikop Sarmat. Schichten tropfende 
Sonde 
R 2. || Maikop Sarmat. Schichten Oltiimpel 
R é Maikop 
Melichowski 9 Sarmat. Schichten Sonde 
R 4 Maikop 
Melichowski 13 Sarmat. Schichten Sonde 
R 5 Maikop 
Kesslerowo 58 Sarmat. Schichten Tank 
R 6 Maikop 
Kesslerowo 1 Sarmat. Schichten Oltiimpel 
24 ih Kutzenhausen 4311 
pis nae 4933 Dolom. Zone Sonde 
2 utzenhausen 42 
: y . (= Obereozin bis Unter- Sonde 
Pes Heidenbésch 4283 : is i 
; < , oligozin) Sonde 
P4 Heidenbésch 4063 
W 1 || Weingarten WD 7 Pechelbronner Sch.408—418m} Sonde 
W 2 | Weingarten WD 7a Melettaschichten 212—233 m Sonde 
-W 3 || Weingarten WD 111 Pechelbronner Sch.404—427m) Sonde 
W 4 || Weingarten WD 24a Niederrédener Sch. 78 u. 83m | Oltiimpel 
W 5 _ | Weingarten WD 24a | Niederrédener Sch. 78u.83m) Sonde 
W 6 || Weingarten D 57 Melettaschichten 465—482 m Sonde 
Ho 67) Holstein 67 Prineokome Schuttbildung Sonde 
ohne Zechstein 835 m 
Ho 74|| Holstein 74 Unterer und mittlerer Zech- | Sonde 
stein 840 m 
Me 21)| Meldorf 21 Prineokome Schuttbldg. mit | Sonde 
Zechstein 1105 m 
Me 29} Meldorf 29 ebenso 10385 m Sonde 
jata Rietze Greiser &9 oberes Unteralb. aus Ton- Sonde 
eisensteinknollen 
gh 2 Nienhagen E 114 Val. 1020—1026,7 m Sonde 
Weald. 1028,8—1035,4 m 
Cornbrasch 1044,4—1060,4 m 
H 3 Wienhausen 16 Fuhse-Schichten 1144—1150m) Sonde 
H 4 Wachtel 109 Fuhse Schichten 477—486 m | Sonde 
H 5 || Wachtel 35 — Rat u. Lias @ 1161 m- Sonde | 
H 6 | Bicklingen 4 | Sonde | 
le are Wachtel 5 


Sonde 
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iber die untersuchten Erdélproben. 


Wasser- 


gehalt eae eee are Bemerkungen 
gering = eae a 
etwa80/.| — a ae 
gering a was ms Chemische Untersuehungen konnten 
wegen der geringen Menge des Ma- 
a hs wr rg terials nicht durchgeftihrt werden 
Spuren — ie ze 
21/, | 4,49/, | 0,74%/,| 0,899) 458 m (Tiefe) 
11,5, | 6,0°, | 0,56%/,| 0,877 478—507 m (mehrere Lager) 
7/, 3,69/, | 0,77°/> | 0,884|| 565 m 
6% 4,79/, | 0,859/) | 0,891 552 m 
1,520 = he 0,886 | Daten iiber Wassergehalt und spez. 
1,0%o sa ae Re8e Gew. vom Febr. 1944 
0,5% Wig a geet Probenahme Marz 1943 
20°), — — 0,930 f 
Sonde WD 24a foérdert nur zeitweise Ol (W4), 
100°/, a: ar i) sonst nur Olwasser (W5) 
1,0°/, — — 0,885 
0,3— : 
15,6°/, | 3,14%7> | 0,49°/5 | 0,855 Gasbildung (Methan u. Stickstoff) 
0,4— | 
| 6,429 | 8,880/° | 0,829, | 0,860 ebenso 
Me 21) 0,3°/, | 3,83 | 1,0°%/> | 0,858 
Me 29) 0,49, | 8,80/, | 1,179/, | 0,869 
H 1 0% 11,04/,| 0,259/, | 0,844 diinnfliissig, hellgriin 
a2 Spuren | 7,70, | 0,57°/, | 0,885 zah 
H3 | Spuren | 6,82%/, | 0,629/, | 0,866 diinnfliissig 
H A 50,0) | 5,47%/o | 0,857 | 0,879 
HH 5 4,8, | 7,22), | 0,489/, | 0,867 
H 6 0,15) | 4,74%/> | 0,62°% | 0,859 diinnfliissig, stark merkaptanhaltig 
17 8,0) | 8,87%> | 0,45%/, | 0,874 Olwasser mit Olspuren 
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Fortsetzung Tabelle 1. / 
Onn is Ort der 


Bezeich- Feld und Sonde Geologische Formation und Tiefe Probe- | a 7 
nung t enue pe = 
5 : vo 
Hes Wachtel 117 Korallenoolith 298—308 m Sonde 4 
H 9 |Feldbergen 11 | Korallenoolith 368—375,5 m * Tank. ; 
H 10 || Feldbergen 9 Fuhse-Sch. + Korallenool. Tank: : 
pV 331—347 m BA ; 
H 11 | Nienhagen E110  ——- Valendis 745—768,5 m | Sonde | ~ 
H 12 || Wachtel 33 Rat 147m Sonde 
H 13 || Nienhagen E 57 Val. 1122,8—1138,7 m Sonde ; 
Macrocephalen-Sch. : : 
bis 1139,3 m t 
~#H 14 || Froehlich 5 Wealden 1471—1501 m Sonde 
H 15 || Froehlich 38 | Wealden 1551—1558 m Sonde | — 
H 16 || Eicklingen 15 | | Val. + Weald. 612—723 m | Sonde H 
H 17. Nienhagen E189 | Valendis 212,5—237 m -| Sonde | 4 
H 18 || Froehlich 5 Wealden 1471—1591 m Sonde | 
H 19 || Biithenhorst 1 | Wealden 1525—1530,4 m ~ Sonde : 
H 20 || Froehlich 33° | Wealden 1427—1441,5 m | Sonde. 
H 21 || Wachtel 126 | Fuhse-Sch. 532—545 m - | Sonde | 9 
H 22 || Wachtel 124 | Fuhse-Seh. 529—541,5 m Tank . 
H 23 || Wachtel 101 ‘ | Fuhse-Sch. 479—503 m | Sonde, 


* 


einzelnen Olen durchgefiihrten Keimzahlbestimmungen geht hervor, dab 
der Keimgehalt verschiedener Ole unterschiedlich ist (Tab. I). Die 
héchsten Keimzahlen wiesen die Maikoper Olproben auf, die aber nicht aus — 
Sonden selbst sondern aus Sammelbehiiltern entnommen worden waren, 
so daB die Méglichkeit einer zusitzlichen Infektion besteht. Bei liingerer 
Aufbewahrung im Laboratorium kann der Keimgehalt allmihlich ab-— 
nehmen, Wie weit etwa Beziehungen’ zwischen Keimgehalt und Tiefen- 
luge baw. Wassergehalt der Olproben. bestehen, li8t sich noch nicht ent — 
scheiden. Zu diesem Zweeck wiire es erforderlich, eine erheblich gréBere 
Anzahl von Bestimmungen durchzufiihren, — Interessant ist das Ergebnis” 
von H18, Es handelt sich um eine Sonde, deren Ol sich bei Barer (1937) 
als keimfrei erwiesen hatte. Jetzt fordert die Sonde allerdings nur noch 
Olwasser mit Olspuren, das in unserer Bestimmung bis zu 4000 Keimen 
je com enthielt, | 2 


Nachweis spezifischer Keime: 


, Sulfatreduzierende Bakterien traten in 10 der untersuchten 
Glproben auf. Positiv waren 2 russische Olproben (R2 und R 5), 6 wein- 
gartener (W 1—6) und 2 hannoversche (H 4 und H 17). Die Kéime ent- 


F 
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Fortsetzung Tabelle 1. 


Seats : ; 
Bezeich-| Wasser- . | Paraffin-|Schwefel-| spez. 
nung | gehalt gehalt gehalt Gew. Bemerkungen 


nae 0,15°/6 | 3,82°/, | 0,64°/, | 0,879 
H9 |. 0% | 3,929], | 0,64%/ | 0,868 
10 0% | 4,129/, | 0,73), | 0,864 


1 56,0°/, | 6,20°/, | 0,689/, | 0,948 || fuBerst zih 
12 | 0,8°/, | 9,62°/, | 0,61°/, | 0,862 |) Olwasser mit Olspuren 
13 | 0,99, | 7,90, | 0,66°, | 0,893 


14 | 10,0%/) - | 3,98%J» | .0,85%/9| 0,868 
15 —- Ps Pe} | 
16 0,35 °/ 5,679/, | 0,65°/, | 0,861 || merkaptanhaltig 
De Pee oii oY Te 0988 
oe == — _ vgl. H 14, jedoch Salzwasser mit Eisenspuren 
19} 0%, | 4,43%/, | 0,91°/, | 0,865 
20 | 0, | 4,25%, | 0,499/, | 0,865 
21 | Spuren | 6,889/, | 0,519/,.| 0,856 
22 Spuren | 10,35°/,| 0,58°/, | 0,857 
23} 1,6%) | 6,88%/,| 0,40°/, | 0,873. 


Shas ae pen Ealaetaes ile at s=filaoiales pine 
_ 
CO 


- wickelten sich ausschlieBlich bei 309 C und lieBen sich auf Subkulturen 
_tibertragen. Simtliche Kulturen bei 55°C blieben steril. Nach dem 
' mikroskopischen Bild diirfte der Organismus mit Vibrio ( Microspira) 


- desulfuricans identisch sein. Sporenbildung wurde bei 30°C nicht. be- 


obachtet. Weiterhin versuchten » wir, die isolierten Vibrionen auf der = 
- gleichen Nd&hrlésung (van Becoen), jedoch mit reinen, entkeimten 


_ Kohlenwasserstoffen wie Hexan, Cyklohexan, Heptan als C-Quelle zu 


‘kultivieren. Die modifizierte Nahrlésung hatte folgende Zusammen- 


setzung: Aqu. dest. (dopp. dest.) 100 cem, K,HSO, 0,05%/0, MgSO, -7H, 7) 


-0,1%, (NH,),SO, 0,1°%, NaCl 3,0%, FeSO, Stir, Kohienwasserstoft® 
oU, 1%o. Durch Tsson und WEssELOW (1934). war nachgewiesen worden, 
 daB sulfatreduzierende Bakterien viele Verbindungen der aliphatischen 
_Reihe (Salze der niederen Fettsiuren, der Oxysduren, Aspargin, Fette, 
“hohere Paraffin-Kohlenwasserstoffe, z.B. Wachs und einige Kohlen- 
- wasserstoffe des natiirlichen Erdols) als einzige Kohlenstoff- und Knergie- 
- quelle verwerten kénnen. Wir stellten fest, da auch Hexan und Cyklo- 
hexan von diesen Bakterien verwendet werden konnen, allerdings nur in 


3) sterilisiert durch Destillation.’ 
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Tab. Il. Keimgehalt verschiedener Erdélproben, 


Bezeich- || |Zeitpunkt der Be- 


nung Feld und Sonde Ort der Probenahme | stimmung nach Keimzahl/ecm . 
der Probe | Probenahme 
Maikop bits 7 
Ae Kesslerowa 1 Tank |. | 3 Monate Ba es 10 f 
Maikop | Nae oe 
R 5 Risaiabownid Tank | 10 ponerse 1.2 ><. 10 ig 
Maikop PEA | . Fed ies ts 
R6 | Kesslerowa 58 . Oltiimpel |. 3 Monate 4,0 oe 
Weingart Soeur Ss an 
W 2 ' adr Sonde | 10 Wochen 8,0—10,0 >< 104 
Rietze cas : Le a 
ais Greiser 89 Sonde 4 YD ore bis 6,0 >< ue 
H 16 | Eicklingen 15 | - Sonde 4 Wochen bis 8,0 >< 104 ; 
|! : » 
H 18 Nienhagen | Sonde BS prs S abet ie : 
! Fréblich 6 |" mit Olwasser? 12 Or OCt ene) ener a een 
H6 | Eicklingen 4 Sonde_* | 4 Wochen | bis 20 > 10,44 


einem Fall und zwar mit den aus der Olprobe W 1 isolierten Sulfat- 
reduzierern. 


ee 


Denitrifizierende Bakterien: Da Stickstoft ein hiufiger Be-_ 
gleiter von Erdélgasen ist, lag die Vermutung nahe, daf fiir seine Ent- 

stehung Denitrifizierer verantwortlich zu machen sind, Es gelang uns_ 
jedoch bisher im Gegensatz zu Ginspurc-KaracitscHEWA und anderen 

nicht, im Erdél Stickstoff frei machende Denitrifizierer kulturell nach-_ 
zuweisen. Dies ist insofern bemerkenswert, als wir in Olausstrichen auf 
Na&hragar Vertreter der an der Denitrifikation beteiligten fluorescens- 
pyocyanea-Gruppe gefunden haben. In einzelnen Fiillen fand wohl eine 
Entwicklung von Bakterien in Giltay-Lésung mit eingeimpftem OI statt 
in Form von Bakterienhiuten, die wie Schleier am Ol hingen; die cha-_ 
rakteristische Gasbildung dagegen wurde nicht beobachtet. — Be- 
merkenswert ist ferner, daB in 5 Fallen Verinderungen am Ol auftraten, 


derart, daB das Ol fester, wachsartiger wurde und schlieBlich in der 
N&hrlésung zu Boden sank. 5 


Kohlenwasserstoffspalter: Paraffinabbauende Bakterien sind 
im Erd6l weit verbreitet.. Fast in jeder untersuchten Olprobe waren 
Mikroorganismen vorhanden, die Paraffin angriffen und auch in Sub-— 
kulturen wuchsen. Es handelt sich dabei zum Teil um Mycobakterien, 
jedoch traten daneben auch andere Eubakterien und Pilze auf, Die Be- 

‘ 
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stimmung dieser Organismen, sowie die Untersuchung ihres Stoffwechsels 
und der chemischen Vorginge beim Abbau des Paraffins sollen in einer 
spateren Arbeit behandelt werden. 


Hexan-Cyclohexanspalter waren weniger weit verbreitet. In einigen 
Kulturen kam es zu Wachstum von Pilzen oder Bakterieén. Die Ent- 
wicklung war nur gering und ging vom eingeimpften Ol aus, sodaB nicht 
bestimmt werden kann, ob das zugesetzte Hexan-Cyclohexan-Gemisch 
oder irgendwelche Erdé6lkomponenten als C-Quelle dienten. 

Dagegen waren Anaerobier wieder hiufiger. Eine Reihe der unter- 
suchten Olproben zeigte, eingeimpft in Leberbouillon und kultiviert bei 
30°C, eine mit Triibung verbundene Bakterienentwicklung, die meist 
schon nach wenigen Tagen eintrat. 

An der Tatsache, daB sich Mikroorganismen trotz des Vorhanden- 
seins bakterizider Bestandteile im Erdél entwickeln kénnen, ist nicht 
zu zweifeln. Der gréSere Teil der von uns im Erd6él nachgewiesenen 
Mikroorganismen ist jedoch aerob, nur ein kleiner Teil verlangt an- 
aerobe Lebensbedingungen (Swlfatreduzierer, Denitrifizierer und An- 
aerobier in Leberbouillon). Dies Ergebnis iiberrascht, denn es ist schwer 

vorstellbar, daB® in den Erdéllagerstitten, die bis in etwa 2000 m Tiefe 

reichen, freier Sauerstoff zur Verfiigung stehen soll. AuBerdem ist gerade 
das Fehlen des Sauerstoffs ein entscheidender Faktor bei der Ent- 
stehung des Erdéls. Selbst die allgemeine Giiltigkeit einer Hilfshypo- 
these wie sie IssarscHenko (1940) fiir das Vorkommen von Sauerstoff 
im Untergrundwasser von Baku aufgestellt hat, wiirde also nur von 
zweifelhaftem Wert sein. 

Es bleibt allerdings noch die Méglichkeit, da8 ein Teil der auf Platten 
aerob wachsenden Bakterien sich fakultativ anaerob entwickeln kann. 
So haben auch Lisske und Horemann (1928) in Braun- und Steinkohlen- 

lagerstitten aerobe Bakterien (Vertreter der fluorescens-, subtilis- und 
mesentericus-Gruppe) nachgewiesen, die sich simtlich auch fakultativ 
-anaerob entwickelten. 

Weiterhin ergibt sich die Frage, ob die Keime, die wir in den asep- 
tisch am Sondenkopf entnommenen Olproben nachgewiesen haben, aus 
der Lagerstitte selbst stammen und nach AbschluB& des Bohrprozesses 
mit dem Ol hochgekommen sind, wie es GinspuRG-KaRaGITSCHEWA (1937) 
und Gant und Anperson (1928) annehmen. 

Uns scheinen diese Feststellungen noch nicht geniigend beweiskraftig 
zu sein, vor allem mit Riicksicht auf die unkontrollierbaren Verhialtnisse 

bei dem sich oft tiber viele Monate erstreckenden Bohrprozef. Ks ist 
schwer, wenn nicht unméglich, hierbei eine Einwanderung von Keimen 
von der Oberfliiche und eine Infektion des Oles in der Lagerstitte mit 
yolliger Sicherheit auszuschlieBen, denn wiihrend der Bohrung wird 
Bohrschlamm in ununterbrochenem Kreislauf von einer Schlammgrube 
in das Bohrloch gepumpt, steigt wieder hoch und flieBt in die Grube 
zuriick. Wir untersuchten den Spiilschlamm aus der Bohrung Meldorf 47. 
Der graue, tonige Schlamm enthielt eine mannigfaltige Bakterienflora 
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mit einem Keimgehalt von 1>< 107 aeroben im Koch’schen Plattenver- 
fahren auf Fleischbouillonagar nachgewiesenen Keimen. 

Entscheiden li®t sich diese Frage nur, wenn eine Probenahme un- 
mittelbar in der Lagerstitte gelingt. Die Méglichkeit hierzu ist in den 
Olbergwerken in Wistva/Flatnover Pechelbronn/ElsaB oe Heide/Hol-— 


| 
& 
4 
os 
2 
e 
é 
‘ 


stein gegeben. ayy : 
II. Untersuchung von Olsand- und Olkreideproben 4 

aus Erdolschiachten. iH 

1. Methode: : a 


Die Art und Weise der Olférderung und Olgewinnung ist in den drei 
Bergwerken verschieden, weil die Tragersteine und: ihr Olgehalt unterschied- 
lich sind: in Wietze und Pechelbronn ist das Erdél an Sande gebunden, in 
Heide an Kreide. Die Olgewinnung geschieht in Pechelbronn durch Sicker- 
anlagen, die in den Olsand vorgetrieben werden, in Wietze durch Férderung 
und anschlieBendes Auswaschen des Olsandes und in Heide ebenfalls durch 
Foérderung der Olkreide, die dann in Schwelereien entélt wird. 

Wir hatten die Méglichkeit, in allen drei Olbergwerken Proben zu nehmen. 
Da die Schiichte in Olfeldern lieg en, die ‘gleichzeitig durch Bohrbetrieb ausge- 
beutet werden, ist es unerlaglich, die Probenahme nur an Stellen vor- 
zunehmen, in deren weiterer Umgebung sich keine Sonden befinden, um die 
Méglichkeit einer Infektion von auBen von vornherein auszuschliefen. 
Diese Bedingung wurde in‘allen Fiillen erfiillt. Die Probenahme erfolgte 
stets vor Ort an der Stelle des Olsand- bzw. Olkreideabbaues und unter 
strengster Wahrung der Asepsis. Die Vorbereitungen wurden im Labo-. 
ratorium erledigt: Bereitung der Nihrsubstrate und Sterilisieren von Geriiten 
(Glas- und Metallspatel in Reagensréhrchen) und Tiichern zum Abdecken 
und als Gesichtsschutz. Die sterilen Nihrbéden (Leberbouillon-Réhrchen, 
Nihragar- und Wiirzeagar-Schriigréhrchen, ferner Petrischalen mit Nihragar 
und Wiirzeagar mit Leukoplastversehlu8 fiir Luftanalysen) und leeren Rea- 
gensroéhrchen zur Aufnahme von Proben fiir spiitere Verarbeitung sowie 
sterile Gerite und Tiicher wurden sorgfiiltig verpakt mit in das Bergwerk 
genommen. 

Als weitere Voraussetzung fiir eine einwandfreie Probenahme war er- 
forderlich, vorher die Liiftung in dem betreffenden Stollen abzustellen, da 
die Bergwerksluft keineswegs keimfrei ist: Luftanalysen ergaben eine ziem- 
lich reiche Pilz- und Bakterienflora, unter den Bakterien: vor allem Flwores- 
zenten, — : 

Unmittelbar vor der Probenahme wurden an der vorgesehenen, etwa in 
Schulterhéhe gelegenen Stelle mindestens noch 50em vom anstehenden Ge- 
‘birge, an dem vorher ununterbrochen abgebaut worden war, in Form eines 
kleinen Schachtes mit dem PreSlufthammer oder der Spitzhacke entfernt. 
Die frische Bruchfliche deckten wir sofort mit sterilen Tiichern ab, bis auf 
eine kleine Stelle, von der die Entnahme erfolgen sollte. Nach "Anlegen 
eines Gesichtsschutzes zur Verhiitung von Infaktionen durch die Atemluft 
und nach Desinfektion der Hinde mit Sublimat-Alkohol wurde zuniichst 
noch eine weitere Schicht mit sterilen Geriiten entfernt und erst dann das 
Einimpfen in die Niihrsubstrate oder in sterile Réhrchen vorgenommen. 
Wir nahmen in dem leicht zu bearbeitenden Olsand nicht nur Proben von der 
frischen Oberfliche, sondern entfernten tunnelartig im horizontalen Vortrieb 
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mit sterilen Instrumenten den Olsand bis zu etwa 60cm Tiefe und nahmen 
dabei in Absténden von etwa 20, 40 und 60 cm ebenfalls Proben. Nach 
jeder Probenahme wurden die Gerite gewechselt. Die Entnahme der letzten 
Proben (etwa bei 60cm) erfolgte mit sterilen Gummihandschuhen, — Im 


- Pechelbronner und Heider Schacht schnitten wir zufillig kleine Ollinsen an; 
_ von dem auslaufenden Ol nahmen wir gleichfalls Proben. AuSerdem konnten 


wir im Heider Schacht unter allen Kautelen Olwasser aus der Olkreide mit 
10°%/o Salzgehalt auffangen. (Von einem unterhalb der Olkreide liegenden 
Stollen war vor einigen Jahren ein Vorbohrloch in die Olkreide getrieben 
worden, aus dem seither ununterbrochen im kriftigen Strahl Olwasser ab- 


flieBt.)” - 


Die Untersuchung der Proben erfolgte 1 bis 4 Tage nach der Probenahme 


im Laboratorium: Wir legten Ausstriche auf Nihragarplatten an und tiber- 


schichteten einen Teil der auf Nahragar geimpften Proben mit dem gleichen 


' Nahrboden zwecks Kultur in hoher Schicht zum Nachweis von Anaerobiern. 


Zum Nachweis spezifischer Keime impften wir Nihrlisungen nach van 
Devven fiir desulfurizierende Bakterien, nach Giuray fiir denitrifizierende 


Bakterten, nach Ome tanski fiir Zellulosespalter. Auf Anaerobier wurde 


auBerdem im Hochvakuum, das mit einer Anaeroben-Pumpe nach PFreElrrER 


- erzielt wurde, im ZeiBlerschen Anaerobengefif unter Verwendung von Nahr- 


agar bzw. Leber- und Fleischbouillon gepriift. Die Kulturen, sowie die direkt 


‘im Bergwerk beimpften Nahrbéden standen bei 30 und 50°C. 


2. Ergebnisse: 
Es kamen insgesamt 82 Olsandproben, 23 Olkreide- und 6 Olwasser- 
proben zur Untersuchung.. Wie bei den aus Bohrléchern stammenden 


’ Proben handelt es sich auch hier um Ole verschiener Herkunft und che- 


mischer Beschaffenheit (Tab. II). Samtliche Proben verhielten sich in 
Bezug auf die Art der sich entwickelten Bakterien einheitlich: 

In den aeroben Kulturen (Nihragar- und Wiirzeagar-Schrag- 
réhrehen, Ausstriche auf Nihragarplatten, Keimzahlbestimmungen nach 


Koch) trat in keinem Fall Wachstum ein, alle Kulturen blieben wihrend 


mehrerer Wochen bei 30 und 50°C steril. Auch die Kulturen in hoher 
Schicht zeigten keinerlei Bakterienentwicklung. Mit Rticksicht auf den 
Keimgehalt der Bergwerksluft diirfte diese Tatsache gleichzeitig ein 


‘Beweis fiir eine einwandfreie Durchfiihrung der aseptischen Probe- 
_ nahme sein. : ; 


Dagegen verhielten sich die anaeroben Kulturen in Leber- 


bouillon positiv: 38 Proben waren direkt vor Ort in Leberbouillon- 


Rohrchen eingeimpft und anschlieBend bei 30°C kultiviert worden. 
Davon zeigten 13 Kulturen (6 Wietzer, 6 Pechelbronner und 1 Heider) 
bereits nach wenigen Tagen mehr oder weniger starke Triibung der 
Leberbouillon und zum Teil Gasbildung. Mikroskopisch konnten Bak- 
terien festgestellt werden, die auch durch Farbung nachgewiesen wurden. 
Von diesen Rohkulturen impften wir erneut in vorher ausgekochte 


Léberbouillon- und Fleischbouillon-Réhrchen ab, die im Anaerobengefaf 


nach ZeiBler unter Hochvakuum bei 30°C kultiviert wurden. Auch hier 

trat die Entwicklung sehr schnell ein, dagegen blieben gleichzeitig aus- 

eefiihrte Ausstriche auf Nahragarplatten und Kulturen unter aeroben 
20* 


verre st etre ete ha i ie as Je Fg TD OR i ec BPR NE RD Se pL ET 


Tab. iW, Geologische und chemische Daten uiber die untersuchten Schachtéle. 


. ; < Anzahl Geolexisch | Art des Olgehalt Spez. Wasser- Paraffin- Schwefel- 
Ss Schacht Ort der Probenahme ~ der a4 ts ae © | Tiefe | Trager- | des Trager-| Gewicht | gehalt des Se gehalt 
of | Proben pe it gesteins gesteins | des Oles Oles z des Oles 
4 

Schindler Scholle (nach Wealden 
:-  Wietze || Osten) Sickerdl- gg | (unterste /orsm| Sande | 810% | 0,945 | 10—15%| 0,92% | 0,72% 
5 vorrichtungsstrecke, Unter- 
= 300 m vom Querschlag kreide) 
5 
7) Obere 
S Stollen Georg Pechel- 
x Pechel- || 1. Streich. N bronner : / 
: : 44 ; 92m} Sande | bis 20% | 0,953 0,6 % 1,0 % 0,85 % 
q bronn 30 m nérdlich | Schichten ; as Be ; 
: 2 Fall. N (Unteroli- 
a ‘ Se gocaen) | ; | 
3 | ; | 
a 80m Sohle Kreide (ohne 
1. siidl. Richtstrecke 5 tertiire | 80m 
= 2, AbbaustoB 1 im Bedeckung) 
I a | 
= Stiden 10 
< 
: 140m Sohle weibe : Perea Do 
Heide || 1. Hauptférderstrecke 8 Kreide bis 20% | 0,95—1,0 iat | 0,5% phe 
nach Westen Kreide (mit ps 
2. Hauptquerschlag, 6 tertidrer |140m 
280 m westlich des Bedeckung) 
Schachtes (Olwasser- | ; 
SS Probe) | 
oD . | | 
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Bedingungen steril. Bemerkenswert ist bei diesen Versuchen, da die 
positiven Kulturen aus dem Pechelbronner und Heider Schacht aus- 
schlieBlich aus dem Bereich der kleinen Ollinsen stammen, die bei der 
Probenahme angeschnitten worden waren, in Wietze dagegen verteilen 
sie sich auf die ganze Probenserie (Oberflaiche, 20, 40 und 60 em tiefer). 

Sulfatreduzierer kamen in 2 Fallen, wiederum in Proben aus 
dem Bereich der Pechelbronner Ollinsen, zur Entwicklung, sie wuchsen 
bei 30°C; bei 559C entwickelten sie sich nicht mehr, Sporenbildung 
trat auch bei 309 C nicht auf. 

Denitrifizierer konnten auch in den Schachtproben nicht nach- 
gewiesen werden, dagegen gelang der Nachweis von Cellulosespaltern 
mit Omelianski-Medium in 3 Fallen: in 2 Glsandproben aus Wietze und in 
einer Olkreideprobe fand eine Entwicklung von Cellulosespaltern statt, 
was durch mikroskopische Kontrolle an der allmihlichen Auflésung 
und am Verschwinden des der Nihrlésung zugefiigten Filtrierpapiers 
festgestellt wurde. In einer der Wietzer Cellulose-Kulturen firbte sich 
die Nahrlésung schwach rétlich. 

Wir fiihrten die gleichen Kulturversuche mit der oben erwiihnten 
Olwasserprobe durch. Sowohl aerob wie anaerob entwickelten sich Bak- 
terien. Auf Schragagarréhrchen und in Leberbouillon fand kriftiges 
Wachstum statt. AuBerdem lieBen sich deswfurizierende und denitri- 
fizierende Bakterien nachweisen, wihrend Cellulosespalter fehlten. 


III. Diskussion der Ergebnisse. 


Uberblicken wir die Ergebnisse, so diirfte nunmehr auf Grund der 
Untersuchungen von Schachtél-Proben einwandfrei erwiesen sein, dal 
_ in Erdéllagerstiitten, mindestens bis zu der von uns untersuchten Tiefe 
von etwa 250m, sehr. wahrscheinlich auch in gréferen Tiefen eine 
autochthone Bakterienflora vorkommt. Diese Bakterien verhalten sich 
bei der Isolierung wie obligate Anaerobier und sind teilweise Speziali- 
listen der Desulfurikation und anaeroben Cellulosespaltung. Die positiven 
Ergebnisse russischer und amerikanischer Forscher werden damit zu 
einem Teil bestitigt. Es mu8 also damit gerechnet werden, da sich auch 
jetzt noch in den Erdéllagerstitten durch den Stoffwechsel dieser Bak- 
terien bedingte chemische Umsetzungen abspielen. 

Der Nachweis von Bakterien in den Lagerstiitten lat jedoch noch 
keine Stellungnahme zu den weitgehenden Schliissen Grnspurc-Kara- 
GITSCHEWAS tiber die Herkunft dieser Mikroben zu. Wir wissen nicht, 
ob sie tatsiichlich direkte Nachkommen der Bakterien sind, die bei der 
Erdélgenese beteiligt waren oder ob sie erst spater das Erd6] nach einer 
Periode voriibergehender Sterilitiit, vielleicht wihrend der Wanderung 
zu seinen heutigen Lagerstiitten erneut infiziert haben, oder ob schlieB- 
lich die Infektion der Lagerstitte erst nach ihrer ErschlieSung erfolgte. 
Die erste, von Ginssurc-KaracitscHewa vertretene Ansicht wiirde weit- 
gehende Konsequenzen nach sich ziehen in bezug auf die Hdéchst- 
temperaturen, denen das Erdél bei seiner Entstehung und Wanderung 
ausgesetzt gewesen sein kann. Die dritte Annahme haben wir, soweit. 
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dies ititberhaupt méglich war, bei der Wahl der Entnahmestellen in den 
Olbergwerken auszuschlieBen versucht, trotzdem muB sie mit in Er- 
wiigung gezogen werden. 

Das vollige Fehlen aerob wachsender Bakterien in den Schacht- 
dlen zwingt dagegen zu einer, kritischen Betrachtung der Feststellungen, — 
die am 61 der Olsonden gemacht worden sind und verstarkt die bereits - 
dort erwihnten Bedenken. Wir neigen trotz des in einem Fall (Olwasser_ 
im Schacht Heide) gelungenen Nachweises von Aerobiern zu der An-§ 
sicht, daB ein erheblicher Teil der in den Sondenélen erfafbten Keime - 
nicht zu den urspriinglichen Bewohnern der ¢2rdéllagerstatten gehort, — 
sondern sekundir in das Ol eingewandert ist und fiir die recht hohen— 
Keimgehalte der Sondendle, die Werte bis 10° je cm3 erreichen, verant-_ 
wortlich gemacht werden muf. Die Infektion diirfte mit dem Bohrprozeh 
verbunden sein, denn Untersuchungen am Bohrschlamm zeigten, dali _ 
dieser selbst bereits einen mannigfaltigen und hohen Keimgehalt aufweist, — 
kénnte sich jedoch auch noch wihrend der Férderung abspielen bei— 
Sonden, die nicht kontinuierlich flieBen. Wenn unsere Annahme zutrifft, 
so wiirden wir also in den an der Erdoberfliche entnommenen Olproben — 
ihnliche Verhiltnisse wie im Schlamm der Schlammvulkane antreffen, — 
in denen Rusentscuik (1936) ebenfalls eine allochthone neben einer 
aus der Tiefe aufsteigenden autochthonen Flora unterscheidet. 


\ Zusammenfassung. 

1. Aus den Erdélgebieten Maikop (Taman-Halbinsel), Weingarten, Han-_ 

nover (Nienhagen, Mélme, Rietze), Pechelbronn und Heide wurden | 

insgesamt 43 aus Erdélsonden oder Erdéltanks aseptisch ent; 
nommene Olproben bakteriologisch untersucht. 


2. In siimtlichen Proben lieBSen sich mikroskopisch und ulfarell Mi- 
kroorganismen nachweisen und zwar gewohnliche Aerobier, aerobe * 
Paraffinspalter, Anaerobier, Desulfurikanten. Vereinzelt fanden sich — 
auch Pilze. “2 

8. Die Keimgehalte an gewohnlichen Aerobiern (bestimmt nach Kocu 
auf Fleischbouillongelatine) lagen zwischen 2>< 104 und 3,5 >< 106 
je cm, i 

4. Die Untersuchung von Olsanden und Olkreiden, die in den Erdél- — 
schichten Wietze, Pechelbronn und Heide unter strengster Wahrung 
der Asepsis entnommen worden waren, erbrachte den direkten Nach- 
weis, dafs mindestens ein Teil der in Erdélsonden gefundenen Bak- 
terien bereits in der Lagerstiitte vorhanden ist. 


5. Es wurden nachgewiesen obligate Anaerobier in 13 von 38 in Ol- 
schichten entnommenen Proben, Desulfurikanten in 2 Proben, an- 
aerobe Cellulosezersetzer in 3 Proben. Der Nachweis von Denitrifi- 
kanten gelang nicht. Ebenso fehlten Pilze und aerobe Bakterien. 

6. Dagegen waren in einer Olwasserprobe aus dem Schacht Heide neben 

obligaten Anaerobiern und Desulfurikanten auch Denitrifizierer und — 

aerobe Bakterien vorhanden. 


Silee 
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7. Der hohe Keimgehalt der Sondendle diirfte darauf zuriickzufiihren 
sein, da§ ein Teil der im Sondenél enthaltenen Keime sekundir in 
das Ol eingewandert ist, vielleicht wihrend des Bohrprozesses durch 

_ Infektion vom Bohrschlamm aus oder wiihrend der Férderung. 

8. Bohrschlammproben enthielten eine reiche Bakterienflora. Der durch 
Kultur nachweisbare Keimgehalt an Aerobiern erreichte 1,0 >< 107 
Keime je cm3. 
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Eine Kritik der Symbiosetheorie 
von H. Schanderl auf Grund neuerer eigener 
Untersuchungen. 


Von 
ERwin BURCIK. 
Mit 8 Textabbildungen. 
(Eingegangen am 1. Februar 1948.) 


Vor mehr als acht Jahren erfolgte die erste Verédffentlichung von 
H. ScHanperi (1939) iiber die angeblich universelle Verbreitung einer 
Bakteriensymbiose im Pflanzenreiche. Trotz dieser acht Jahre sind die 
Urteile iiber die aufgeworfenen Fragen auch heute noch genau so ge- 
teilt wie zu Beginn der Debatte. Von restloser Zustimmung und Hin- 
nahme auch sehr gewagter Behauptungen bis zur striktesten Ablehnung 
finden wir alle Meinungen vertreten. 

Ursachen dieses Zustandes sind einerseits die widrigen Umstinde der 
Kriegs- und Nachkriegszeit, andererseits aber auch die Tatsache, daf bis auf 
einige wenige Beitriige (Burcik, 1940; K. RippeL, 1940; Henne u. VILLFORTH, 
1940; Scuarpe, 1940; SriurK, 1941; K. Ripper, 1941; Marcus, 1942) keine 
experimentellen Nachpriifungen der von ScuanpERL gemachten Angaben er- 
folgten. Dies ist umso bedauerlicher, als ScHANpERL in einer ganzen Reihe: 
weiterer Veréffentlichungen (1940 a, b, c, 1943, 1944; Sonanperi u. Fret, 1940) 
und zuletzt (1947) monographisch immer wieder seinen Standpunkt klar- 
legte und neues Material zur Diskussion stellte. 

Seit geraumer Zeit, vor allem seit dem Erscheinen des ScHANDERL- 
schen Buches (1947) begegnet- man auch in weitesten Kreisen, iiber die 
engere Fachwelt hinaus, einem steigenden Interesse an diesen Fragen. 
Die Veroffentlichung von Ergebnissen eigener umfangreicher, in den 
Jahren 1942—1947 durchgefiihrter Untersuchungen erscheint daher ge- 
rade zu diesem Zeitpunkt angezeigt. Wie meine friihere Arbeit (Burcik,. 
1940), befaBt sich auch diese ausschlieBlich mit dem Bakterien- 
gehalt normaler Pflanzengewebe, denn das Vorkommen von Pilzen in 
solchen ist ja in bezug auf die Symbiosetheorie ScHANDERLS nur von 
sekundiirer Bedeutung und iiberdies bereits von anderer Seite ein- 
gehend behandelt worden (NrETHAMMER, 1939; Marcus, 1942). 

Die wichtigsten Thesen Scuanverts sind geniigend bekannt, weshalb ich 
auf eine zusammenfassende Wiedergabe derselben verzichten kann. Sie sollen 
dagegen im Zusammenhange mit den eigenen mitzuteilenden Befunden in 
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den einschliigigen Kapiteln dieser Arbeit einzeln eingehend besprochen 
werden. : 


Kann das Aufere pflanzlicher Objekte | 
mit Sicherheit keimfrei gemacht werden? 


Mit Recht hebt ScHanpert immer wieder die Bedeutung dieser 
Frage fiir die Beurteilung seiner Bakterienisolierungen hervor. Als Be- 
weis, daB das AuBere von Pflanzenmaterial durch seine Bidermethode 
sicher keimfrei zu machen ist, fiihrt ScHANDERL (1947, S. 26—27) Modell- 
versuche an. 

ErbsengroBe Gips-Kieselgur-Perlen wurden mit einer dichten Aufschwem- 
mung von Sporenmaterial vetriinkt, mit verschiedenen Desinfektionsmitteln | 
behandelt und die untere Grenze der Einwirkungszeiten bestimmt. Y 

ScHanperv bezeichnet Gips-Kieselgur-Perlen als besonders geeignet. 
fiir derartige Versuche, weil sie eine groBe innere Oberfliiche und Saug- 
faihigkeit besitzen. Dem ist nun entgegenzuhalten, daB sich pflanzliches 
Material in den meisten Fiillen gerade umgekehrt verhilt: Es ist schlecht 
benetzbar und wirkt also nicht flissigkeitsaufsaugend, sondern 

-abweisend! Sollen aber Modellversuche die Wirksamkeit der Des- 
infektionsmittel in ihrer praktischen Anwendung beweisen, so miissen 
Bedingungen geschaffen werden, die den tatsichlichen Verhaltnissen 
moglichst nahe kommen. Nach diesen Uberlegungen richtete ich meine 
Versuchsanordnung zur Priifung der Desinfektionsmethoden ein. 

Methodik: In je drej Parallelreihen wurden a) Deckgliser (Horrmany u. 
DeuweL), b) Gips-Kieselgur-Perlen nach ScHANDERL und ©) trockene Erbsen, 
nach einstiindiger Behandlung im Autoklaven bei 120°C, mit einer dichten 
Sporenemulsion infiziert, Als Testkeime dienten ein rechtswendiger Stamm 
von Bacillus mycoides, dessen charakteristische Kolonien eine eindeutige Be- 
urteilung der Ergebnisse erméglichten, sowie von Nichtsporenbildnern Bac- 
terium prodigiosum und Micrococcus pyogenes aureus. Zur Herstellung der 
Keimsuspensionen wurden eine Woche alte Schrigréhrehen (bei Bac. my- 
coides nach Priifung auf freie Sporen) mit Bouillon abgeschwemmt und die 
Abschwemmung jeweils in das niichste Réhrehen iibertragen. Die so er-. 
haltenen, sehr dichten Aufschwemmungen wurden darauf zum Beschicken der 
Trager verwendet. Nach kurzer Trocknung bei 25°C wurden die infizierten 
Testobjekte in die zu priifenden Desinfektionslisungen geworfen, Die Kon-- 
trolle auf iiberlebende Keime wurde nach verschiedenen Einwirkungszeiten 
in der iiblichen Weise in optimalen Nihrlésungen vorgenommen. Von diesen 
wurde entweder nach dem Anwachsen, oder, bei makroskopisch negativem 
Ausfall, nach 7, 17, 21 und 30 Tagen auf feste Nihrbiden abgeimpft. Die 
endgiiltige Beurteilung erfolgte nach achtwéchiger Kulturdauer, Eine kiirzere 
Beobachtungszeit' erwies sich wiederholt, vor allem bei Sporenmaterial, als 
nicht ausreichend, was gut mit den Befunden von GELINSKY iibereinstimmt, 
der bei Desinfektionsversuchen bis zu 12 Wochen Beobachtungszeit not- 
wendig fand. 

Siimtliche Serien ergaben iibereinstimmend, da® die Deckglas- 
methode die ktirzesten, das Gips-Kieselgur- Perlenverfahren mittlere und 
der Erbsentest die lingsten Einwirkungszeiten der Desinfektionsmittel 


i Angaben hieriiber fehlen leider bei SCHANDERL. 
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erforderte. Als Beispiel sei das Ergebnis eines solchen Versuches in 
Tabelle I wiedergegeben. 


Tabelle I. Desinfektionsmittelpriifung. Testkeime: 


Micrococcus pyogenes aureus. (Protokoll: Sy-Des 46,29). 
a 


Desinfektionsmittel und Einwirkungszeit Methoden 
in Minuten Fs 2 
Deckglas Gips-Kieselgur- Erbsen 
Alkohol HeOs 10% Chloraminalkohol Perlen 
96 % 10% in 70% Probe 1|Probe 2|Probe 1|Probe 2| Probe 1|Probe 2 
1 
ls "Te "Te ae + + as ae atts 
1 1 1 0 0 ae 0 Bert u at 
2 mo 0 0 0 0 ee eee 
3 tS) 3 0 0 0 0 Ae 0 
5 5 5 0 0 eM yep. 80 0 
10 10 10 0 0 0 0) 0 0 


Ahnliche, wenn auch graduell etwas unterschiedliche Ergebnisse 
brachten auch die anderen Versuchsserien. Und zwar blieb es gleich, 
welche Desinfektionsmittel angewandt wurden. Auch die Reihenfolge 
der einzelnen Desinfektionsbider erwies sich als grundsatzlich un- 
wesentlich. Immer waren bei Verwendung von Erbsen als Trager be- 
deutend lingere Einwirkungszeiten notwendig. In noch weit stérkerem 
“MaBe war dies der Fall, wenn rauhe, haarige Pflanzenorgane (ac. 
Blatter bzw. Blattstiele von Begonia) mit den Testkeimen beschickt: 
wurden. GSD . 

Worauf diese ,,Schutzwirkung“ des Pflanzenmaterials bei. obigen 
“Versuchen beruht, kann auf Grund meiner Befunde natiirlich nicht ge- 
sagt werden. Wesentlich diirfte m.E. die schlechte Benetzbarkeit der 
diuBeren Oberfliche von Pflanzenorganen sein, denn selbst beim Ein- 
legen z.B. von Samen in Alkohol bemerkt man immer Luftblaschen, 
die einen Kontakt des Desinfektionsmittels mit der Oberfliche der 
‘Pflanzenorgane und den daraut befindlichen Keimen an’ viélen Stellen 
-unméglich machen. Gestiitzt wird diese Vermutung noch durch folgende 
Beobachtung: Wenn man vor den Desinfektionsbidern, am besten vor 
dem ersten Alkoholbad, fiir wenige Sekunden Xylol einwirken laBt, 
werden die sicher wirkenden Desinfektionszeiten fast immer ganz 
wesentlich herabgesetzt. Daneben konnte in Ubereinstimmung mit 
ScyanperL (1947, 8.27) durch entsprechende Reihenfolge der Bader 
hiufig ein giinstiger Einflu8 im Sinne einer Verktirzung der Des- 
-infektionszeiten beobachtet werden. Jedoch war dieser in alien drei 
Testverfahren annihernd gleich wirksam 2, 


/ 


2 In diesem Zusammenhange seien noch die Feststellungen von R. MnyErR 
erwihnt, der zeigen konnte, da® Kreide selbst im Autoklaven nicht mit Sicher- 
“heit zu sterilisieren ist. Die Ursache hieryon sind ebenfalls Luftsiekchen. 
Werden diese vorher durch Evakuieren entfernt, so gelingt die Sterilisation. 
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Aus diesen Ergebnissen geht eindeutig hervor, da die mit der Gip: 
Kieselgur-Perlenmethode nach SCHANDERL ermittelten Desinfektions- 
zeiten durchaus nicht ohne weiteres beim Arbeiten mit Pflanzenmaterial 
angewendet werden diirfen. Den Bakterienisolierungen SCHANDERLS, $0- 
wie allen anderen positiven Befunden, die mit den gleichen Desinfektion ~ 
methoden erhalten wurden (HENNIG und VILLFORTH), wird man dah 
berechtigterweise mit Vorsicht begegnen miissen. 

Fiir meine Isolierungsversuche wihlte ich deshalb Pflanzenmaterial, 
das mit absoluter Sicherheit iuBerlich keimfrei zu machen ist. Als be 
sonders giinstig erwiesen sich nach eingehenden Vorversuchen Kar- 
toffelknollen, Samen bzw. Hiilsen von Vicia faba und T 
maten. 


Versuche mit Kartoffelknollen (Solanum tuberosum). 


Methodik: Auferlich gesund aussehende, unverletzte Knollen (mo - 
lichst lingliche) wurden mit Seife und Biirste unter der Wasserleitun 
mehrere Minuten lang gereinigt, 15 Minuten auf einem Sieb mit nieondem 
Wasser gespiilt, dann fiir 30 Minuten in Chloraminalkohol® oder 5°/o Sagrotle) 
gelegt. Zuletzt wurden die Knollen abgeflammt und mit gut desinfiziert 
Handen, evtl. nach oberflichlichem Anschneiden, in zwei Teile gebrochen. 
Den vollig unberiihrten Bruchflichen wurden mit sterilem Skalpell etwa | 
1 cm? eroBe Zylinder entnommen und in die Nahrlosung gebracht. Alle: 
Manipulationen erfolgten -teils in einer Impfkabine, teils im ausgedampften i 
Impfkasten, sowie auch frei im Arbeitsraum in einem aufsteigenden Dampf-- 
strom. Umfangreiche Blindversuche, bei denen die gleichen Handgriffe, aber’ 
stets doppelt solange und ohne Pflanzenmaterial vorgenommen wurden, e 
gaben, daf die Méglichkeit einer Luftinfektion bei exakter Arbeitsweis 
niemals gréBer als 1°/o war. 

Als Nihrlésungen fanden Bossi os Bohnenwasser nach SCHANDERL.. 
(1939), Kartoffelwasser pul 7,2 nach LeamMann u. NeuMANN‘, sowie sterile ' 
5%oige NaCl-Lésung, zu je 8—10 cm’ in Rohrehen abgefiillt und mit Wat 
stopfen, teils auch mit Kapsenberg-Kappe verschlossen. Bebriitet wien 
4 Wochen bei 25°C, dann weiter bei Zimmertemperatur. Gesamtbeob 
achtungsdauer; 4—8 Monate. Um mdglichst gesicherte Werte zu erzielen, 
wurde mit Kartoffeln verschiedener Herkunft gearbeitet und die Isolierungs- 
versuche mehrere Jahre hindurch wiederholt. } 
__ _Betrachten wir zunichst das Gesamtergebnis von 800 Kulturen aus: 
200 Knollen, das in Tabelle II wiedergegeben ist. Zu diesen Versuchen 
wurden durchweg Knollen der vorjiihrigen Ernte verwendet, die min- 
destens 6, meistens sogar 10 und 12 Monate eingelagert waren. ; 

Die Gesamtbilanz ergibt, da& von den 800 Isolierungen 204, also: 
rund 39°/o, Bakterienwachstum ergaben. Da von jeder Knolle vier genau 
signierte Keaton angelegt wurden, konnte auch festgestellt werden, 
wie viele der untersuchten Kartoffeln im Innern keimfrei, bzw. keim- 


eo! waren. Bei dieser Art der Berechnung zeigt es sich, ‘daB von 200° 


: 
; 


3 10°%/o Rohchloramin in 70°/oigem ies Alkohol. 


4 Bakteriol. Diagnostik, 4 Aufl. 1907, 2. Bd., p. 674, Rp. Nr. 10 (ohne ays 
zerinzusatz!) 


Eine Kritik der Symbiosetheorie von H. ScHANDERL. 313 


untersuchten Knollen nur 30 sich in allen vier Kulturen als im Innern 
steril erwiesen. Rund 86°o der Kartoffeln ergaben also wenigstens in 
einer der vier Isolierungen Bakterienwachstum. 


Tabelle II. Jsolierungsversuche mit Kartoffelknollen 
'  (vorjéhrig, mehrere Monate eingelagert). 


Kulturen Knollen 

Herkunft : u : 

: Zahl davon + % + Zahl davon + | %+ 
Nd.-Bayern 1945 200 82 41,0 DO 45 90,0 
Ob.-Bayern 1945 200 61 30,5 50 41 82,0 
Hessen 1942 u. 1943 300 107 35,7 75 62 82,7 
Wiirttemberg 1946 100 44 44,0 25 22 88,0 
emenpunmnanetayo ra <corenia lh skar el hts eetenn renee ne Sy eer AL 
Insgesamt: 800 204 39% 200 170 86% 


In Tabelle Ill ist das Ergebnis ahnlicher Untersuchungen mit frisch 
geernteten, bzw. nicht liinger als 4Wochen gelagerten Kartoffeiknollen 
zusammengestellt. 


Tabelle III. Jsolierungsversuche mit Kartoffelknollen (frisch geerntet). 


Kulturen Knollen 
Herkunft 

Zahl davon -+ % + Zahi davon + % + 

Nd. Bayern 1946u.1947| 200 15 Soe, 50 4 8,0 
Ob.-Bayern 1946 u.1947 200 19 9,5 50 5 10,0 
Hessen 1944 200 9 45 50 3 6,0 
Wiirttemberg 1947 100 6 6,0 25 3 12,0 
Insgesamt: | 700 49 7% 175 15 9% 


Die Zahlen sind hier véllig andere. Waren bei, den gelagerten Kar- 
toffeln (Tab. I) 39% der angesetzten Kulturen positiv, so zeigten bei 
‘Verarbeitung frischer Kartoffeln nur 6,9°/o (49 von 700) Bakterien- 
wachstum. Noch deutlicher wird der Gegensatz bei Bezug der + jir- 
gebnisse auf die Knollen. Hier stehen 86% (170 von 200) im Innern 
keimhaltigen gelagerten Kartoffeln nur 90 (15 von 175) frische Knollen 
-gegentiber, die wenigstens in einer der vier angesetzten Kulturen Bak- 
terienwachstum zeigten >. 

Bei den friiheren Untersuchungen (Herbst 1939) hatte ich ebenfalls mit 
frisch geernteten Kartoffeln gearbeitet und unter 24 Isolierungen (12 


. 5 Hine eingehende bakteriologische Bearbeitung der von mir isolierten 
-Keime ist im Gange und wird zu einem spaiteren Zeitpunkt veréffentlicht 


werden. 
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Knollen) nur 1 positive Kultur erhalten. Mein damaliger Befund (BuRCIK, . 
S. 686): ,,Kulturelle Untersuchungen von Kartoffeln ... blieben gleichfall: | 
erfolglos‘, stimmt also véllig mit den oben mitgeteilten neuen atm 
iiberein. Auch die absolut negativen Isolierungsversuche von BERTHOLD sind 
angesichts der geringen Zahl. von Ejinzelkulturen (12 Kulturen, 2 Versuche). 
verstindlich, DaB auch dieser Autor einen geringen Prozentsatz positiver | 
Kulturen erhielt, zeigt seine Bemerkung (S. 396): »Trotzdem verlief eine | 
Reihe von Versuchen mit negativem Erfolg; schlieBlich gelang es aber, alle | 
Kulturen steril zu bekommen“®, : 

AuBer den oben besprochenen Isolierungen* wurden noch Gefrier-. 
versuche angesetzt. SCcHANDERL (1947, S.9) weist darauf hin, daB 
schon Wricanp: .,aewebe aus dem Innern gefrorener (!) Kartoffeln® 
zu Bakterien- Isolierungsversuchen ' heranzog und Scuanperv (S. i 
verwendet ebenfalls den Frost zur ,,Lésung der Symbiose“. 

Die TabelleIV gibt eine Ubersicht tiber Methodik und Ergebnisse 
der von mir angestellten Gefrierversuche. z 


Tabelle IV. Gefrierversuche mit Kar ‘Rabbis (4 Wochen gelagert). ‘ 


patie ame Zahisder E 4 
ethode Verenche % + Xulturen 
Knollen unsteril in sterilen Glasdosen & 'o a 
; o 2 5) 26%, 
24 Std. bei —10° gehalten aren A. 8, : 
— Ss 4 ‘| 
ats Pe 
Knollen gewaschen, desinfiziert, dann 3% 2 5-O 8 ' 
F F Ax =? M Fo 10% 
wie oben eingefroren AS MM 2 =o 
qd a4 S o 
D 190 S op I. 
4 oe oe ° 2 A io) in| y] 
Knollen gewaschen, desinfiziert, zwei- oe Ree ; 
oo ens, 
. ‘ . . as zy ad 
mal je 2—3 mm dick steril geschiilt, x 2M 2 e 8% 
dann wie oben eingefroren aig Be 


Wie obige Zusammenstellung zeigt, erhiilt man durch das Eine 
frieren nur dann eine héhere Ausbeute an. positiven Kulturen, wenn die 
Oberfliche der Knollen nicht ganz steril ist. Die Vermutung ist’ nahe- 
liegend, dab Ohenfldehenkeime durch entstehende Frostspaiten beim 
Anttaden in das Innere der Knollen gelangen, wo sie durch die abge- 
storbenen Zellen mit geniigend Niihrstoffen’ versoret werden, wodureh 
eine rasche Vermehrung ermoéglicht wird. Ich méchte jedoch betonen, 
dai diese Gefrierversuche nicht ohne weiteres mit den von ScuaNpene 
(1947, S. 36) mitgeteilten Befunden yerglichen werden kénnen, da dieser 
ja desinfizierte Kartoffelstiicke dem GefrierprozeB aussetzte, Leider 
sind in keiner der Arbeiten ScHanpERLS genaue Zahlenangaben zu 
apenas selbst bei Einhaltung seiner Methodik kein Vergleich 

Auch ich konnte vielfach beobachten, da& sich bei dem Einbringen 
von gefrorenem Material in 5 /oige Kochsalzlésung oder auch mir in 


~ 6 Uber Unterschiede von frische i 
AA Hout aah em und gelagertem Material vel. atrell 
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‘Wasser oft schneller Wachstum einstellte als bei Verimpfung lebenden 
Gewebes in eine dieser Fliissigkeiten oder selbst in Bohnenwasser. Die 
Auslaugung der durch das Einfrieren geschidigten oder gar getdteten 
Gewebe geht natiirlich schneller vor sich als bei lebendem Zellmaterial. 
Die Versorgung mit Niihrstoffen ist also im ersten Falle besser und 
demgemass auch das Wachstum rascher, Es gelang mir aber niemals, 
einen héheren Prozentsatz an positiven Kulturen bei Verwendung 
gleichen Ausgangsmaterials durch den GefrierprozeB zu erzielen. 


Versuche mit Samen der Puffbohne (Vicia faba). 


Methodik: Zur Verarbeitung kamen drei Sorten von Vicia faba: var. 
Hangdown, var. agrorum und var, columbina. Vollig unversehrte, gesund 
aussehende Hiilsen wurden durch Scherenschlag von den Pflanzen abgenom-: 
men, in sterilen Glasdosen ins Laboratorium gebracht und sofort verarbeitet. 
Die Hiilsen wurden fiir 20—30 Min. in Chloraminalkohol gelegt, worin sie 
ganz dunkel werden, darauf mit steriler Pinzette gefaBt und abgebrannt. 
Unter gréBten Vorsichtsmafregeln wurden die Hiilsen gebffnet, die véllig 
unberiihrten Samen einzeln entnommen und ohne weitere Desinfektion in 
sterile Niihrlésung gebracht. Als solche diente Bohnenwasser nach SCHANDERL 
(1939), zu 8—10 cm’ in Réhrchen abgefiillt. Weiterhin wurden aus einem Teil 
der so gewonnenen Samen mit sterilen Instrumenten die Kotyledonen mit 
dem Keimling herauspripariert und ebenfalls sofort in die N&hrlésung ge- 
worfen. . 

Inwieweit bei diesen Manipulationen mit Luftinfektionen zu rechnen ist, 
untersuchte ich durch folgendes Verfahren: Die Hiilsen wurden im Auto- 
klaven 1/2 Std. bei 1,5 Atii sterilisiert und dann in gleicher Weise behandelt 
wie das lebende Material. Von 100 mit Samen beschickten Rohrchen zeigten 
4 Wachstum (1 Sarcina, 1 Sporenbildner, 2 Schimmel) und unter 50 mit pra- 
parierten Kotyledonen angesetzten Kulturen erwiesen sich nur 3 (sadmtlich 

Schimmel) als unsteril. Luftinfektionen kommen also bei der geschilderten 
Versuchsanordnung als Fehlerquelle kaum in Frage. 

Beobachtungszeit bei samtlichen Bohnenversuchen, einschlieSlich der 
Kontrolluntersuchungen mit sterilisiertem Material: 4 Wochen bei 25°C, 
dann weitere 4—6 Monate bei Zimmertemperatur. 

In Tabelle V ist das Ergebnis von 400 mit ganzen Samen und 200 

mit nach obiger Methode priiparierten Kotyledonen angesetzten Kul- 


‘turen wiedergegeben. 


Tabelle V. Versuch mit Vicia faba-Samen. 
Deen — é =a = =— = = 


Objekt Anzahl davon ++ % + 
junge griiné Samen 200 42 21 
ebenso, nur Kotyledonen 100 5 5 
iiltere griine Samen 200 172 86 
ebenso, nur Kotyledonen 100 33 33 


Auffiillig ist hier vor allem der hohe Prozentsatz unsteriler Kulturen 
pei Verwendung iilteren Samenmaterials, wiihrend junge, zarte Samen 
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weitaus mehr sterile Ziichtungen lieferten. Methodische Fehler k6nnel 
dafiir umso weniger verantwortlich gemacht werden, als das Prapa- 
rieren junger, kleiner Samen weitaus schwieriger ‘ist und dem- | 
entsprechend linger dauert. Wiirde es sich bei den erhaltenen positiven — 
Kulturen also um Luftinfektionen handeln, so wire gerade ein gegen- 
teiliges Ergebnis weitaus wahrscheinlicher. 

Uberraschend war zunichst auch das hiufige Auftreten von Bak- 
terienwachstum iiberhaupt, denn auch ganz junge Samen von etwa 
46mm GréBe erwiesen sich, wie Tabelle V zeigt, zu 21° als unsteril. 
Mit anderem Material erhielt ich im Gegensatz zu diesen Ergebnisse 
weitaus geringere Zahlen. Nahere Angaben hieriiber sind in Tabelle VI 
zusammengestellt. 

Das Hauptergebnis dieser mehrjihrigen Freilandversuche, kombi-_ 
niert mit Isolierungsversuchen nach vollig gleichen Methoden, ist, dab 
fir den Keimgehalt der Samen mit gré8ter Wahrscheinlichkeit die 
-Bodenflora des jeweiligen Standortes ausschlaggebend zu sein scheint. 
Je linger Vicia faba auf der gleichen Parzelle gebaut wurde, desto 
hoher liegen die Prozentzahlen positiver Bakterienisolierungen mith 
Samen und Kotyledonen. ¢ 

Die aus Tabelle V ersichtlichen hohen Werte stimmen mit ce 
Ergebnis durchaus iiberein, denn die zu jenen Versuchen benutzten 
Pflanzen standen in einem Teil des Botanischen Gartens Hohenheim, | 
auf dem seit Jahren ausschlieBlich Leguminosen gebaut wurden. 

Ob die von mir isolierten Keime (im wesentlichen nur zwei Formen) — 
verwandt oder sonst irgendwie mit den von HittNer genannten Pektin-— 
zersetzern in Beziehung zu bringen sind, miissen weitere Untersuchungen — 
zeigen. Wesentlich erscheint mir aber in diesem Zusammenhange ein — 
Hinweis auf die Beobachtungen Hittners, die ebenfalls ergaben, daB- 
der Boden bei langjihriger Monokultur mit Legwminosen eine An-_ 
reicherung bestimmter Bakterienformen zeigt. Erwiihnen muB ich noch, — 
daB die von mir erhaltenen Kulturen in vielen Punkten gut mit den 
Angaben ScHANDERLS iibereinstimmen: Sporenbildung, graurétliche Haut — 
in Bohnenbriihe, flockiger Bodensatz usw.?. 
iis oe as ey bp scheinbar von meinen Ergebnissen ab- 
zugehen. Zwar hat STARK noha nd aa nen ieee 
arbeitet wie ich, doch ist wohl sain a Bat sins ag Bes a 
verwandten Leguminosen nicht allzu meliteyon % a lyerabers pats 
Da®B Srvurk in einem so hohen Prozentsatz (10% bei paoigenny as | 
Bohnen) positive Kulturen erhielt, ist verstindli h an hy Ae : 
dieser Autor jedes Réhrchen nicht ‘mit je ei ‘ phe: oak ea nn 
beschickte. Ist aber auch nur ein fe Sat earn tie bre 
natiirlich die ganze Probe Bakiarion assem pase erates! rd iy 
die Fehlergrenze ganz wesentlich eBert. Theoret: uete ie 
Me tLR ganz wesentlic vergréBert. Theoretisch kénnte das Er- 
gebnis STUHRKS noch méglich sein, wenn nur rund 0,7°o der Samen keim- 
eon Mish iuamemarenermaart el CM Lee 

“in, Was ne ich véllig unwahrscheinlich ist. Fiir die Erbsen- — 
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den von mir ermittelten Werten bei Vicia faba iibereinstimmt. -Bemerken 


hervorgeht und auch bei friiheren Untersuchungen | an Erbsen schon fest: 


ERwIN Burci& : 


yy 2 


a von STUHRK 1abt sich® wjaxtationsatatitisell der Gehialt: dee Probe 
an bakterienhaltigen Samen mit etwa 15—30°/o errechnen, was durchaus mi 


werterweise sagt ja StUnrK selbst: , ,Wie aus den Versuchen mit. Erbsei 


gestellt werden konnte, kommen diese resistenten Formen allerdings” nich 
immer vor“, . . 
Vollig entgegengesetzt erscheiven zunichst die ‘Ergebnisse von. ynoue 
(1942, S.22), der Vicia faba-Samen im Innern zu 100°%/o keimfrei fand. Wit 
meine Untersuchungen zeigen (vgl. Tabelle V und VI!), erweist sich A | 
Innere (Kotyledonen!) nur unter besonderen Umstinden maximal zu etwé 
33°/o als unsteril. Meistens wird der Prozentsatz keimhaltiger _Kotyledoner 
weit darunter liegen, niimlich bei etwa 3—5%o. Da Marcus aber insgesamt mit 
nur 16 Samen wearbeitet hat, ist es verstindlich, daB er diesen niedriger 
Prozentsatz nicht erfassen konnte. AuBerdem arbeitete Marcus mit suber 
lich desinfizierten Kotyledonen, aus deren Innern er steril Proben entnahm 
Ganz besonders betonen méchte ich aber, da®B durch meine oben mit-_ 
geteilten Ergebnisse nicht ein intrazellulires Vorhandensei 
von Keimen nachgewiesen wird. Die isolierten Bakterien sabe 
vielmehr auf der Oberfliche der Samen bzw. der Kotyledonen; i 
letzten Falle also unter der Samenschale. Einen klaren Beweis fiir: di 
Richtigkeit dieser Auffassung bringt folgende. Beobachtung:. bei 30 
negativ verlaufenen Kulturen ‘mit ganzen Samen und 200 ebensolche 
mit steril praparierten Kotyledonen wurde das Gewebe wie bei den Ver- 
suchen von Sriuex steril zerquetseht. Nicht eine einzige dieser Kulturer | 
erbrachte danach, also aus dem Innern heraus, doch’ noch Bakterien- 
wachstum! Die Méglichkeit von Luftinfektionen wurde mit Sicherhei 
ausgeschaltet dureh Einlassen eines Glasstabes durch den Wattestopfer 
hindurch schon vor dem Rinfiillen des N&ihrbodens. ~ \ . 
ir 
4 


Versuche mit Tomaten (Solanum: lycopersicum). — 


Methodik: Es wurden Friichte verschiedener Herkunft und Reifegrad ai 
untersucht, Die ausgewiihlten Tomaten wurden mit der Schere— ‘samt’ den 
Fruchtstielen von der Pflanze abgetrenat, in sterilen Glasdosen in das Labo- 
ratorium gebracht und sofort weiter verarbeitet. Nach umfangreichen Vor 
versuchen, bei wele hen die Obertliche der Tomaten mit resistenten Sporen_ 
infiziert worden war, wurde folgende Art der sterilen Probenentnahme | 


‘lie giimstigste ermittelt. Die Friiehte kamen nach Abwaschen mit Seife un 


hartem Pinsel fiir 30 Min. in Chloraminalkohol (10°/o in 70%oigem Aikohol), 
dieser wurde darauf abgebrannt und die Tomaten unter dauerndem Drehen, 
seitlich so lange in die Bunsenflamme gehalten, bis sie rundum einen Rin: 
villig verkohlter Epidermis aufwiesen, Die Frtichte wurden: dabei mit einer 
Pinzette oder Pean-Klemme gehalten. Auf. steriler Unterlage (Petrischalé)y 
wurden die Tomaten durch einen raschen Schnitt mit noch zischend heifer 
Skalpell in zwei Teile. geteilt und mit steriler Pinzette, je nach der Grobe 
der Frucht, 2—5 erbsen- bis erdnufgroke Proben berausgerissen. Diese 
wurden stets dem inneren Fruchtileisch entnommen, das mitsamt den an 
hingenden Samen sofort in sterile N Nihrlosung veworfen wurde. Als solche 
diente tiberwiegend Bohnenwaster. nach SCHANDERL (1939), in einzelnen Ver- 
gleichsversuchen auch 5 “/oige Kochsalz- baw. Natriumbicarbdnatlégungs 


, 
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sowie Bohnenwasser nach dem Rezept von Hennig u. VittrortH8.. Die 


_Nahrlosungen waren zu 8—10 cm? in Rohrchen abgefiillt. Beobachtungszeit: 
4 Wochen bei 25°C, dann weitere 4—6 Monate bei Zimmertemperatur. 


Das Gesamtergebnis von 600 Isolierungen aus 248 Tomaten ist in 


“Tabelle VIL, linke Hilfte, zusammengestellt. Die Kulturen erwiesen sich 


au 72°, die Friichte sogar zu 94°/o keimhaltig. Von simtlichen posi- 
-tiven RGéhrehen wurden Plattenkulturen angelegt und Reinziichtungen 
~vorgenommen. Rund 79% der so gewonnenen Reinkulturen erwiesen 


Sich als zu einer Bakterienart gehdrend. Es handelt sich dabei um 
mittelgroBe, nach Gram firbbare Kokken, die meist in Traubenform 
/ wachsen, mitunter aber auch Diplokokken und Tetradenbildung zeigen. 


Die jungen Agarkojonien sind rundlich, ma®ig erhaben, schwach glan- 


-zend und gelblichwei®. Nach einigen Tagen zeigen sie ein erhabeneres, 


-gelbes Zentrum und gelappte, flache, graue Randpartien, mitunter auch Knopt- 
bildung. Auf Schrigagar bilden sich spiter auffallend trockene, gelbgraue 
_ Impfstriche; das Kondenswasser ist schwach kriimelig getriibt. Auf sterilen 
‘Kartoffelscheiben entstehen in wenigen Tagen flache, trockene, gelbgraue 
Impfstriche mit gezacktem Rand und oft knopfartigen Sekundirkolonien. 


Im Gelatinestich langsame, schalenférmige Verfliissigung, kriimeliger, grauer 


_Bodensatz am Grunde der Verfliissigungszone und gelblicher, zackiger Ring 


am Rande, Nach diesen, sowie anderen Merkmalen® kann diese Form als nahe 


‘yerwandt bzw. identisch mit dem Micrococcus coronatus (Fliigge) betrachtet 
werden. Eine kurze Beschreibung erfolgte hier, weil auch ScHANDERL (1939, 
S$, 432) 1,3—2,0 groBe Kokken aus Tomaten isolierte. 


~ Wie aus meinen Versuchen (Tab. VIL, rechte Halfte) weiter hervor- 
geht, fanden sich neben diesen sehr hiufig vertretenen Kokkenformen 


aber auch anderé Keimarten. Einfachheitshalber seien sie hier, statt 


“mit ihren Namen, mit Zahlen benannt. Ein Vergleich der Angaben tiber 
den Standort der Pflanzen mit den eefundenen Keimarten zeigt auf-den 


ersten Blick, daB die Bakterienflora der Tomaten umso einfacher zu- 
- sammengesetzt ist, je keimarmer die Luft ist. Aus den im Gewadchshaus 
" gezogenen Tomaten. konnten nur 3 Bakterienformen isoliert werden. Im 
Freiland steigt die Artenzahl dagegen bis zu 7 an, wenn die Pflanzen keim- 


reicherer Luft ausgesetzt sind, was besonders bei den Proben Bayern | 


‘und If deutlich zum Ausdruck kommt. Auch die relative Hiufigkeit 


der einzelnen Keimarten schwankt je nach dem Standort betrichtlich. - 
So enthielt die Probe Wiirttemberg I in 91% den gelben Micrococcus, 


wihrend die restliche Keimflora nur 9°/o betrug. Die Probe Bayern IL 


hingegen erbrachte nur in 60° der positiven Kulturen die Kokkenform, 


dafiir aber 40°/o andere Keime. 
Dieses auffallende Ergebnis allein miiBte jedoch durchaus noch nicht 
in direktem Widerspruch zu der Scuanperischen Symbiosetheorie 


stehen. Es mute vielmehr experimentell ermittelt werden, woher die 


-aus dem Innern gesunder Tomaten isolierbaren Keime stammen. Am 


~ wahrscheinlichsten schien von vornherein ein Eindringen durch den 


AY 


» Griffel. Diese Méglichkeit wurde daher zuerst gepriift. 


8 Weniger konzentriert als die Nabrlésung von SCHANDERL. 
98 Vgl. FuBnote S. 313. = 
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Methodik: Verschieden alte Bliiten der Gewichshaus-Tomatenpflanzen 
ater se nents wane eae 
ae aeons ie Bensranronre EES an einer 
Seite gespalten und so der riffel freigeleet. Auf die Narbe wurde mittels 
Platindse oder Pinsel eine Reinkulturaufschwemmung eines rechtswendigen 
Stammes von Bacillus mycoides aufgetragen und darauf die Bliitenteile in 
die Normallage zuriickgebracht. Ebenso wurde mit Kulturen der gelben, aus 
Tomaten isolierten Kokken, sowie mit Pseudomonas fluorescens vertahren. 
Wach einigen Wochen wurden die herangewachsenen Friichte nach bereits 
beschriebenem Verfahren (S. 318 f.) zu Kulturen verarbeitet. 

Das Ergebnis dieser Versuche zeigt Tabelle VHI. In 17 Friichten, 
die sich aus infizierten Bliiten entwickelt hatten, konnte in 35 Kulturen 
-22mal die ausgeimpfte Keimart (gelbe Kokken) wiedergefunden werden. 
Da sich aber auch normalerweise diese Keimart héufig in Tomaten- 
friichten vorfindet, kénnte dieser Befund als nicht stichhaltig angesehen 
werden. Ailerdings muS folgendes hervorgehoben werden. Wiihrend 
die Kulturen aus normalen, gesunden Tomaten makroskopisch nie vor 
dem 5.Tage das Wachstum der Kokken erkennen lassen, zeigten die 
kiinstlich infizierten Friichte oft schon nach 3 Tagen einen kraftigen 
eelben Ring an der Oberfliche oder graugelbe, spinnwebenartige, 
netzige Beliige an der Réhrchenwandung. Eine so massige Infektion 
konnte ich bei keiner einzigen der untersuchten normalen Tomaten fest- 


stellen. 


Tabelle VIII. Narben-Infektionsversuche mit verschiedenen Keimarten 


an Tomaten (Gewdchshaus). 


| | Die geimpfte 
at | ; | Keimart wurde 
et Infizierte Kein : 
Keimart S. | Fruchtansatz | Kulturen Ailcowtink toes 
Bliiten Fruchtansatz | F 
| Kulturen wieder- 
° gefunden 
i 
| | 
Gelbe -Kokken | | 
30 13 IZ | 35 32 
aus Tomaten | 
Bac. mycoides 
arene 30 6 24 42 3 
rechtswendig 
Pseudomonas : ; 
flworescens 30 9 21 40 
| | 


Ganz eindeutig ist aber das Ergebnis der Versuche mit Bac. my- 
coides. DaB sich aus 3 der angesetzten 42 Kulturen Stamme isolieren 
lieBen, die alle Eigenschaften des Ausgangsstammes zeigten (Rechts- 
wendigkeit!), kann kein Zufall gewesen sein! Zudem wurde in 25 Kon- 
trollkulturen mit unsterilen Organen derselben Tomatenpflanzen nicht 
ein einziges Mal Bac. mycoides und erst recht nicht die viel seltenere 
rechtswendige Form desselben gefunden. Dieses Ergebnis beweist ein- 
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deutig, dag Keime von der Narbe her durch den Griffel in die Frucht 
eindringen kénnen. 

Wie Tabelle VHI zeigt, fielen gleiche Versuche mit Pseudomonas 
fluorescens negativ aus. Eine nihere Besprechung dieses Befundes soll 
in einem spiiteren Kapitel erfolgen. 

Konnten aber nicht doch die so hiufig gefundenen gelben Kokken 
die eigentlichen, von ScHanperL behaupteten ,,Symbionten* sein, 
wihrend alle anderen Keime nur gelegentliche Infektionen darstellen? 
Diese Frage konnte nur beantwortet werden durch den Nachweis der 
Herkunft. dieser Kokken. Nach Scuanperts Auffassung leben die ,,Sym-_ 
bionten“ in simtlichen Zellen der Pflanze in Gestalt der sogen. Chon- 
driosomen. Sie mii®ten also auch in den Pollenkérnern, bzw. den- 
Pollenschliiuchen zu finden sein. Diese Uberlegung fiihrte mich zu fol- 
genden Versuchen. 

Methodik: Antheren eben geéffneter Tomaten-Bliiten wurden mit ste- 
rilen Pinzetten ausgerissen und durch Anklopfen derselben auf den Rand 
einer Petrischale der Pollen auf die Oberfliche darin erstarrten Bohnenagars 
gestiiubt. Alle Manipulationen erfolgten stets unter streng aseptischen 
Kautelen, Die Platten wurden bei 25° C aufbewahrt. 

Nach 8—7 Tagen zeigten sich auf den Platten bis zu 15 Kolonien der 
gelben Kokkenart, daneben ganz vereinzelt Schimmelpilze. Die Unter- 
suchung der Platten mit dem binokularen Priipariermikroskop ergab 
folgendes Bild. Zwischen den groBen, dunkel erscheinenden Kokken- 
kolonien liegen zahlreiché gekeimte Pollenkérner. Die Keime kénnen 
sich also auf dem gebotenen Niihrboden entwickeln und auch die 
Pollenkérner treiben Keimschliiuche. Von mehreren Plattenserien 
wurden nun nach verschiedenen Bebriitungszeiten (5 Stdn. bis 14 Tage) 
mit sterilen Deckglischen Klatschpriiparate angefertigt und diese nach 
verschiedenen Methoden fixiert und gefirbt. In rund 3000 durch- 
musterten Pollenschlauchen, die sehr klar alle Einzelheiten zeigten 
(Abb. 1), konnten auch nicht ein einziges Mal ,,Bakteroiden“ oder gar 
eine Regeneration solcher zu Bakterien (Kokken) beobachtet werden! 
Andererseits war mitunter deutlich zu 
sehen, dai die sich entwickelnden 
Kokkenkolonien von der Oberfliiche 
eines Pollenkornes ausgingen, wiihrend 
sich der Keimschlauch vdéllig keim- 
frei zeigte. 

Direkte Regenerationsversuche aus 
Pollenschliuchen in feuehten Kammern 

Abb. 1. Pollenschlauch. Klatschpraparat my verschiedenen Nahrlésungen ay 
von Bohnenagar, vegetativen und gee brachten tiberhaupt in keinem Falle 
Byitiiecton: Methyepblnidver ae Xone Bakterienwachstum. Dieses Ergebnis, 
sowie verschiedene Beobachtungen 

bei den eben beschriebenen Pollenversuchen auf Agarplatten legen 
die Vermutung nahe, da die auf den Platten angegangenen Kolo-: 
nien der gelben Kokken iiberhaupt nicht von den Pollenkérnern 
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herstammen;. sie scheinen von der Oberfliiche der Antheren her zu 
kommen, denn gerade dort, wo versehentlich einmal bei Aus- 
klopfen derselben der Nihrboden mit ihnen beriihrt wurde, entwickelten 
sich die Kokkenkolonien am hiufigsten. 


Zur Frage der ,,Bakteroiden“ Schanderls und deren ,,Regeneration“. 


Es soll nun niher auf rein bakteriologische Fragen eingegangen 
werden, die fiir die Beurteilung der Symbiosetheorie ScHANDERLS von 
ausschlaggebender Bedeutung sind. Immer wieder betont SCHANDERL, 
die ,,symbiontischen“ Bakterien wiirden fast immer in stark verinderter 
Form im Innern der Pflanzenzellen leben und die Riickkehr zur nor- 
malen Bakteriengestalt gehe tiber mancherlei Zwischenstufen vor sich 
(SCHANDERL, 1947; Abb.3—9). In dauernden mikroskopischen Kon- 
trollen der angelegten Kulturen suchte ich nach diesen von SCHANDERL 
beschriebenen Formen. 

In nicht wenigen mit Tomatenfruchtfleisch beimpften Rodhrchen 

-fanden sich in der Tat nach 3- bis 8-tigiger Bebriitung Gebilde, die 
weitestgehende Ubereinstimmung mit den Beschreibungen SCHANDERLS 
zeigten. Die Abbildung 2 stellt solche ,,Bakteroiden“ aus Tomaten- 
kulturen dar. In manchen Fiillen waren auch die ,,chinesischen Schrift- 
zeichen“ in schéner Ausbildung zu sehen (Abb. 3). Die von SCHANDERL 
(1947; S.37; Abb. 7 u. 9) beschriebenen und abgebildeten ., Winkel- 
und Kreuzformen® fand ich ebenfalls in meinen Kulturen wieder 
(Abb. 4). Ja aus manchen Rohrehen der Tomatenversuche wurden . 
Priparate gewonnen, die zunichst ._- 


~ 

sogar den Ubergang der mehr oder . F 
weniger stibchenférmigen ,,Bakte- ‘ ae 
roiden‘’ in die Kokkenform der oon 


Qo goh A 
Re 

c 
eae -* 
cae 


Abb. 3. ,,Chinesische Schriftzeichen‘ (Co- 


Abb. 2. ,,Bakteroiden‘* aus Toma- |~* 

tenfleisch. 4 Tage in Bohnenwasser “*: i rynebact. brunewm) aus Tomatenkultur, 5 Tage 

bei 259 C. Gram-Farbung. Vergr. — in Bohnenwasser bei 259C. Gentiana- 
1000: 1. 6 a violett. Vergr. 1000: 1. 


,,Tomatensymbionten* zu zeigen schienen (Abb. 5). 
Eine eingehendere bakteriologische Priifung ergab jedoch fol- 

genden Sachverhalt.. Die oben beschriebenen Formen lieferten fast 

in allen Fallen Reinkulturen des Corynebacterium bruneum (SCHROHER) 
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K. & B., das, wie fast alle Vertreter der Gattung Corynebacterium, 
durch besonderen Formenreichtum ausgezeichnet ist. Die gleiche 
Bakterienform wurde von Marcus im Inneren von: Kiirbissen nach- 
wewiesen. Waren daneben, wie so oft, auch noch die schon (S. 319) 
beschriebenen Kokkenformen vorhanden,. dann kamen hiufig Pra- 
parate zur Beobachtung, die sehr leicht einen Ubergang von ,,Bak- 
teroiden“ in die Kokkenform vortiiuschen kénnen. Impfte ich von 
solehen Mischkulturen auf Bohnenagar aus, dann kamen fast immer 
nur die gelben Kokken zur Entwicklung; die .,.Regeneration™ schien 


ef ‘a ; . > S 

/ * bed a oso : 

tage eae 
+ 

4 o 
Abb. 4. ,,Winkel-‘* und ,,Kreuz- Abb. 5. Scheinbarer Ubergang von Stab- 
formen‘‘. Tomaten-Bohnenwasser- chen- in Kokkenform. Bohnenwasser, 6 Tage 
kultur, 5 Tage bei 25° C. Methylen- bei 259 C. Gram-Farbung. Vergr, 2000: 1. 


blau. Vergr. 1000:1. 


vollendet. Wurde dagegen auf Glyzerinagar ausgeimpft, so ent- 
standen neben den Kofkkenkolonien massenhaft die  typischen 
gelben, fettglinzenden Ansiedlungen des Corynebact. bruneum! 
Dementsprechend war auch das mikroskopische Bild der Ausgangs- 
kultur (Tomatengewebe in Bohnenwasser) bei liingerer Beobachtung: 
Durch Wochen, ja durch Monate hindurch waren beide Formen, 
Kokken und Stdébchen, nebeneinander nachzuweisen (Abb. 6). Um 
dem allenfalls méglichen Einwand zu begegnen, man kénnte  viel- 


sf 

Abb. 6. Tomatenkultur in Bohnenwasser mit 

Stabchen und Kokken, 36 Tage bei 25°C, 

Gram-Farbung, Vergr. 2000: 1 

leicht an einen Ubergang einer Bakterienform in die andere (Stébchen- 
Kokken) denken, wurden bis-zu 200 Subkulturen der isolierten Stiibchen 
2 Jahre hindurch in Glyzerin-Bohnenwasser vorgenommen. Das Er- 
gebnis war, wie zu erwarten, stets dasselbe. Die Stibehen blieben was 
sie waren: Corynebacterium brunewn. 
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Auf eine niihere Besprechung verschiedener bakteriologischer Ansichten 
und Behauptungen Scuanperts (1947, S. 60ff.) (Bact. planticola rubescens’, 
.Sporenbildung* bei Bact, radicicola etc.) méchte ich verzichten (vgl. A. Ruweet). 

Dagegen soll hier die Bedeutung des Nihrbodens fiir die Isolierung 
von Bakterien aus normalem Pflanzengewebe behandelt werden. In 
seiner ersten Arbeit sagt ScHANDERL (1939, 8. 434), die Versuche frii- 
herer Autoren, aus normalen Pflanzengeweben Bakterien zu ziichten, 
scien deshalb negativ verlaufen, weil ungeeignete Nahrbéden zur An- 
wendung gekommen seien. Demgegeniiber wies ich (Burcik, 1940) darauf 
hin, da® dem Nihrboden kaum eine so tiberragende Bedeutung fiir den 
Ausfall von Bakterienisolierungen aus Pflanzenorganen zukommen kdnne, 
denn auch bei Anwendung des ScHanperischen Bohnenwassernahr- 
bodens konnte ich die in Tussilago-Wurzeln angeblich vorhandenen 
Keime nicht erhalten. Diese Ansicht wurde inzwischen von anderer 
Seite (K. Rivrer; Marcus, 1942) experimentell bestatigt. ScHaNnpDERL 
selbst (1944; 1947, 8.3435) gab spiater an, da nicht nur mit Bohnen- 
wasser, sondern auch mit anderen Nahrlésungen, sogar mit Kochsalz-. 
bzw. Natriumbicarbonatlésung, ja auch mit reinem Wasser und Pilanzen- 
gewebe Bakterienisolierungen mdglich seien. 

ScHANDERL betont oft (z.B. 1944, Tab.1, 8.327), da ihm vielfach 
die ,,Regeneration der ,,Bakterioiden“ zu richtigen Bakterienformen 
nicht gelang. Meine Erfahrungen mit dem Corynebacterium bruneum 
kénnten eine Erklirung der auffilligen Befunde ScHANDERLS geben. In 
den Originalkulturen (Bohnenwasser +Tomatengewebe) findet zwar 
eine gewisse Vermehrung der Keime Statt, doch kommt es zur Bildung 
atypischer Wuchsformen, weil der Nabrboden nicht optimal fiir diese 
Bakterienart ist. Impfte man davon in Bohnenwasser oder auf Bohnen- 
agar ab, so kam es meistens zu keiner weiteren Entwicklung. Setzte 
ich dagegen dem Bohnenwasser etwas steril filtrierten Saft aus 7’omaten 
zu, so kamen wiederum die schon von den Originalkulturen her be- 


-kannten ,,Bakterioiden‘ (Abb. 5 und 6) zur Ausbildung. Es mtissen_ 


also im Tomatensaft Stoffe enthalten sein, die diesen Keimen ein, wenn 
auch geringes Wachstum ermdglichen. (Vgl. auch NreTHAMMER, 1940; 
Marcus, 1942, S. 7). Durch Ubertragung auf Glyzerin-Nihrbéden konnten 
jederzeit iippige Kulturen des Corynebact. bruneum erhalten: werden. 

’ Bei weniger anspruchsvollen Formen wird ein solcher Einflu8 des 
Nihrbodens nicht zu bemerken sein. Dies diirfte m. fh. die Ursache sein 
fiir die Beobachtung ScuHanperis (1947, 8. 3637), da® sich in vielen 
Fillen die ,,Regeneration der Symbionten** zu normalen Bakterienformen 
sehr rasch vollzieht. 

Insofern kann also u.U. der Nahrboden tatsichlich einen gewissen 
Einflu8 auf die Entwicklung der aus dem Pflanzeninnern stammenden 
Keime ausiiben. Die SchluBfolgerungen ScHANDERLS, dieses Verhalten 
sei ein Beweis mehr fiir die Symbiontennatur der isolierten Bakterien, 
erscheinen jedoch in keiner Weise eerechtfertigt. 

Uber die Bedeutung der Beobachtungsdauer bei Ziichtungsversuchen 
aus dem Pflanzeninnern habe ich ebenfalls eingehende Beobachtungen 
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angestellt.. SCHANDERL (1947, 5. 64—65) fiihrt ja den negativen Ausfall 
von Isolierungsversuchen anderer Autoren auf eine zu kurze Beob- 
achtungsdauer zuriick (z.B. Burcm, 1940; K. Ripper, 1940). Es geht 
aber aus dieser Kritik ScHANDERLS nicht hervor, warum bei diesen 
Untersuchungen rund 3 baw. 5 Wochen Bebriitungsdauer nicht geniigen 
sollen, wiihrend bei anderen Autoren, deren Ergebnisse SCHANDERL ZUr 

Stiitzung seiner Ansichten besonders heranzieht ,,die Bacterienvermeh- 
ring ... bei diesen Versuchen im allgemeinen schon innerhalb 24 Stunden, 
und zwar in sehr starkem Mae‘ erfolgte. (Hennic und VILLFORTH, 
S. 303). 

In meinen Versuchen wurde nach Méglichkeit stets der Zeitpunkt 
bestimmt, an dem die angelegten Kulturen zuerst Bakterienwachstum 
zeigten. Die makroskopische Beobachtung der Réhrchen erwies sich 
vielfach als hierzu nicht ausreichend. Vor allem die Kulturen aus To- 
maten erschienen dem bloBen Auge hiiufig lange Zeit hindurch steril, 
wiihrend eine mikroskopische. Untersuchung schon tagelang Bakterien- 
gehalt (Kokken!) zeigte. Die deshalb notwendige, laufende mikro- 
skopische Kontrolle der mit Pflanzengewebe beimpften Rodhrchen 
konnte aber die Gefahr spiterer Verunreinigung mit Luftkeimen in sich 
bergen. Durch eingehende Vorversuche wurde folgendes Verfahren als 
das sicherste ermittelt. 

Methodik: Entnahme der Proben fiir Ausstrichpriparate erfolgte mittels 
Piatinése, vorwiegend jedoch mittels Glaskapillaren. Hierzu wird ein etwa 
12—15 em langes Glasréhrehen in der Bunsenflamme zu einer Kapillare aus- 


gezogen, dann so abgerissen, daf das feine, zu einer kleinen Kugel zuge- 
schmolzene Ende senkrecht abgewinkelt erstarrt. Sofort nach Erk alten wird 
die Kapillare wie iiblich in das Réhrehen eingefiihrt und das abgewinkelte 
Endstiick in entsprechender Tiefe an Réhrchenwandung oder -boden durch 
leichten Druck abgebrochen. Dadurch ist eine Entnahme aus einer beliebigen 
Schicht des Réhrchens (Bodensatz!), ohne Aufschiitteln der Kultur, méglich, 
Mit dieser Methode wurde aus 50 sterilen Bouillonréhrehen ohne Pflanzen- 
gewebe zwei Monate hindurch tiglich je eine Probe entnommen, Jedes ein- 
zelne Réhrchen war aiso am Schlusse dieses Blindversuches mindestens 
60mal derselben Prozedur unterworfen gewesen. Es erwiesen sich nach ins- 
gesamt dreimonatiger Versuchsdauer nur 4 Roéhrehen als unsterii (3 mal 
Schimmel, 1 mal Sporenbildner). Luftinfektionen sind demnach bei strenger 
Finhaltung dieser Methodik und sonst sauberer Arbeitsweise in so geringem 
MaBe vertreten, daf sie in meinen Versuchen praktisch keine Rolle gespielt 
haben kénnen, 

In den Hauptversuchen mit Pflanzengewebe erfolgte 4 Wochen hindureh 
tiglich, weitere 4 Wochen lang alle 3—5 Tage und wiihrend der restlichen 
Beobachtungszeit etwa alle 14 Tage eine Probeentnahme zur mikroskopischen 
Kontrolle. Von jeder Entnahme wurden 3 Ausstriche hergestellt, davon 1 mit 
Methylenblau nach Lérrier, 1 nach Gram gefiirbt und 1 als Reserve unge- 
fiirbt aufgehoben, 

Von den rund 1500 Kulturen der drei Versuchsobjekte zusammen, 
die Bakterienwachstum zeigten, wurden nur 37 erst nach mehr als vier 
wochiger Beobachtungszeit positiv. Alle anderen ergaben schon inner- 
halb 4 Wochen unter den angegebenen Versuchsbedingungen Bakterien- 
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entwicklung. Die Abb.7 zeigt eine graphische Darstellung der Ent- 
wicklungsdauer von 300 positiven Tomaten-Isolierungen. Um_ ver- 
gleichbare Ergebnisse zu erzielen, wurden dabei nur die auf 8. 319 be- 
beschriebenen gelben Kokken beriicksichtigt. Wie die Kurven zeigen, 
wird die tiberwiegende Mehrzahl der Kulturen innerhalb 4—8 Tagen po- 
sitiv. Bei Verwendung von 5°%”oiger Natriumbicarbonatlésung erscheint 
der Gipfel der Kurve etwas nach rechts versetzt, was leicht erklarlich 
ist. Wihrend die echten Nihrlésungen (Bohnenwasser) den Keimen vom 
Augenblick der Ausimpfung ab reichlich N&hrstoffe zur Verftigung 
stellen, bietet die Natriumbicarbonatlésung den Bakterien erst dann 
einigermafen geeignete Wachstumsbedingungen, wenn das eingebrachte 
Pflanzengewebe entsprechend ausgelaugt ist. Insofern ist also auch dic 
Schnelligkeit des Anwachsens in gewissen Grenzen von: der Art des 
angewandten Nahrbodens abhangig. — 

In mehreren Versuchsreihen wurde ferner versucht, die Resultate 
yon Keimisolierungen aus gesundem Pflanzengewebe in Bezichung zu 
bringen zu der herrschenden Wetterlage. Wie die Untersuchungen von 
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Abb. 7. Einflu8 des Nahrbodens auf die Entwicklungsdauer (gelbe Kokken aus Tomaten). 
Vergl. Text S. 325 ff. 
Bortets, Stapp und Borrets, sowie eigene, noch unverdffentlichte Ver- 
suche ergaben, erfahren die Stoffwechselvorgange der Bakterien bei 
pahendem Hochdruckwetter eine Intensivierung, wihrend ein nahendes 
Tief in entgegengesetzter Weise wirksam ist. Da aber letzten Endes das 
Wachstum vom Stoffwechsel abhingig ist, war es nicht unwahrschein- 
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Abb. 8. Einflu8 der Wetterlage auf die Entwicklungsgeschwindigkeit der gelben Kokken aus Tomaten. Ai—A; jeweiliger Zeitpunkt des Ansetzens der Kulturen 


(je 25 Bohnenwasserrohrchen mit Tomatentruchtfleisch beimpft, vergl, S. 318) 
(9) etc. Zahl der innerhalb 5 Tagen (259 C) positiv gewordenen Kulturen, 


Anm. (20) aus: Raummangel in das Diagramm hineinverlegt! Dieser Punkt miiBte weiter rechts oben liegen! 


Eine Kritik der Symbiosetheorie von H. ScHaNDERL. 329 


lich, dab die Wetterlage auch auf die Schnelligkeit des Anwachsens von 
Bakterien in lsolierungsversuchen aus Pflanzengeweben einwirke. 

Die Abb.8 zeigt das Ergebnis einer derartigen Versuchsreihe, das 
eine besonders gute Ubereinstimmung von Entwicklungsgeschwindig- 
_ keit und Wetterlage veranschaulicht. Ahnliche, z.T. nicht ganz 'so klare 
-Verhiltnisse ergaben mehrere andere Serien. Ohne Anspruch auf allge- 
: meine Giiltigkeit der aufgezeigten GesetzmiBigkeiten zu erheben, soll 
> die Mitteiling dieser Befunde dazu anregen, ganz allgemein bei mikro- 
-biologischen Untersuchungen nach derartigen Beziehungen zu fahnden 
und sie, wo vorhanden, gebiihrend zu beriicksichtigen. 


Besprechung der Ergebnisse und Schlubbetrachtungen 
zur Symbiose-Theorie Schanderls. 
Wie die oben mitgeteilten Befunde zeigen, kann ,,normales* Pflanzen- 
- gewebe Bakteriengehalt in einem solchen Prozentsatz der Falle auf- 
“weisen, wie er bisher — auch von mir — kaun fiir méglich gehalten 
_-wurde. Doch stellt dieses Ergebnis keineswegs eine Stiitze der Sym- 
_biose-Theorie Scuanperts dar. Daf Friichte und Samen haufig im 
Innern Keime enthalten, ist aus zahlreichen friiheren Arbeiten bekannt 
~ (zB. Hirtner, BeRNHEIM, NESTLER, CauDA, MIEHE, NiETHAMMER, ROMWALTER 
_und Kirary usw.). Ihre Bedeutung als Beweis fiir die Symbiose-Theorie 
-im Sinne ScHanperxs verlieren sie aber durch meine Befunde an To- 
_ matentriichten. Waren die aus Tomaten isolierten Keime wirklich 
_ Plasmasymbionten, dann kénnte der Standort keinen so weitgehenden 
_Finflu8 auf den Keimgehalt, vor allem auf die Artenzahl, austiben. 
-Besonders schwerwiegend erscheint aber der Nachweis, daf Bakterien 
von der Oberfliiche der Pflanze ohne Verletzung durch den Griffel in 
das Innere der Friichte gelangen kénnen. Wie aus Tabelle VII hervor- 
geht, bestehen dabei gewisse Unterschiede in der Invasionsfahigkeit ver- 
“schiedener Keimarten. Die Ursachen dieser Erscheinung diirften die- 
selben sein, die auch die Unterschiede in der Zusammensetzung der epi- 
_ phytischen Bakterienflora bedingen. Eingehende Vorversuche in dieser 
~ Richtung, iiber die spiter berichtet werden soll, ergaben, dab die Keim- 
arten auf der Pflanzenoberfliiche nicht nur vom Standort (Boden!), 
sondern auch weitgehend von der Art der Pflanze selbst abhiingig sind. 
' Diese dkologische Betrachtung der epiphytischen Bakterienflora gibt 
aber den Schliissel zum Verstiindnis des Dominicrens bestimmter Keim- 
-arten im Innern von Friichten (z.B. gelbe Kokken in Tomaten). Je 
hiiufiger, vor allem je individuenreicher eine Keimart auf der Oberflache 
der Pflanze vertreten ist, umso gréBer ist die Wabrscheinlichkeit, daf 
‘einzelne Keime den Weg ins Innere der Friichte finden. Wie meine 
vollig negativen Tomaten-Infektionsversuche mit Pseudomonas fluo- 
rescens (Tab. VIII) zeigen, diirften hierbei auch spezifisch hemmende 
(CapELLeTr und. Cerut) oder auch fordernde Faktoren eine Rolle spielen. 
“DaB auf iihnliche Weise wie Friichte auch deren Samen infiziert werden 
‘k6nnen, ist verstindlich und ist wohl auch die Ursache meiner Befunde 
an Vicia faba. Dabei sind aber andere Méglichkeiten des Hindringens 
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Ich denke hierbei vor allem an die direkte Ubertragung durch Insekten- 
stiche (Marcus), z. B. durch Blattliuse, an das sekundire Eindringen 
Nae Verletzungen, sowie an Stellen verminderter Abwehrkraft (Marcus, 

S. 12), wobei eine besondere Aktivitit der sich ansiedelnden Keime noch 
mmedtalich wirksam sein kann (S6p1ne). ; 

Diese Faktoren scheinen jedoch, wenigstens bei meinem Material, 
gegeniiber der Infektion yon der Narbe her eine untergeordnete Rolle 
zu spielen. Untersucht man némlich statt Friichte und Samen vegetative 
Pflanzenorgane, zu denen man in diesem Sinne auch Kartoffelknollen 
ziihlen kann, so indert sich das Bild sofort wesentlich. Nur ein geringer 
Prozentsatz ‘dér Proben aus frischen derartigen Geweben ergibt positive 
Kulturen; der weitaus gréfere Teil derseélben: bleibt auch bei monate- 
langer Bebriitung steril. Die Befunde friiherer Autoren (FERNBACH, 
BEerTHOLD, WOLLER usw.) stimmen véllig damit iiberein. Ja ScHANDERL 
selbst (1947, S. 30—32, 39—41) nennt, auBer Kartoffeln und Karotten, 
als Beispiele fiir Objekte, aus denen man mit Sicherheit Bakterien iso- 
lieren k6énne, ausschlieBlich Samen und Friie hte! Warum aber die 
’ Plastaasymbionten“ gerade aus solchen hiiufig und regelmabig zu 
ziichten sein sollen, aus vegetativen Pflanzenorganen dagegen nicht! 
oder doch viel seltener, ist durchaus nicht einzusehen. Ob Friichte, also — 
Tomaten und Kirbisse, aber auch Kartoffelknollen und andere Speicher- 
organe physiologisch und anatomisch in bezug auf eindringende Keime 
als ,,lebende Gewebe* etwa dem Blatt- oder ‘Stengelparenchym eee 
zusetzen sind, erscheint doch sehr fraglich. 


Fiir die Annahme, dai die zu isolierenden Keime aus dem Innerh — 
der Zellen selbst stamimen, ‘sind nirgends in der Literatur direkte Be-_ 
weise zu finden. Die von Seana zitierte Arbeit von Hurst und 
Srrone erbringt lediglich den Nachweis, daB die Chondriosomen aus 
den Leberzellen der Maus unter bestimmten Bedingungen 5 Passagen. 
hindurch weiterziichtbar sind und dabei Teilungsvorginge zeigen. Finer 
»kegeneration zu Bakterien im Sinne ScHaNpERLS wird aber -mit — 
keinem Worte Erwihnung getan. Meine oben mitgeteilten mikroskopi- 
schen Untersuchungen an rund 1500 Bakterientultiven aus Pflanzen- 
gewebe legen die Vermutung nahe, da die Beobachtungen ScHANDERLS 
liber eine ,,Regeneration der Bakteroiden“ auf einer Tiuschung durch 
inorphologisch sehr variable Bakterienformen und auf Mischkulturen 
beruhen peo Ich glaube A. Ripper (1948) zustimmen zu kénnen, 
der sagt: ,,Die Identitit der Chondriosomen mit intrazellularen Bak-~. 
terien ee lediglich konstruiert; Versuche des Verfassers, den experi- ; 
mentellen. Nachweis zu erbringen, scheiterten nach eigener Ang abe“. i 
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Auch die Dauer der Beobac htungezerts der SCHANDERL eine so EtOBE { 
Bedeutung beilegt, kann man nach meinen Untersuchungen niche als & 
Stiitze seiner Siymiioas: Theorie gelten lassen. Wohl erhielt auch ich bei | 
monatelanger Fortfiihrung negativ verlaufener Kulturen bei dauernder — 
Probeentnahme in einer Anzahl der Réhrchen doch noch Bakterien- © 
wachstum. Ein ganz a eloiches Ergebnis brachten aber auch ebenso lange : 


eed 4 : y : \ 
~, i 


ee) Eine Kritik der Symbiosetheorie von H.Scuaypern. ~ 334 
‘ _laufend abgeimpfte Kulturréhrchen ohne Pflanzengewebe! Der Prozent- 
satz dieser Luftinfektionen, denn um nichts anderes handelt es as 
dabei, war in beiden Reihon gleich. 

Uberblicken wir das Gesamtergebnis der mitgeteilten shehwahtiven 
_ Untersuchungen, so ergibt sich folgendes Bild. Der Bakteriengehalt von 
Friichten und Samen ist mitunter so hoch, da irgendwelche gesetz- 
miaBigen ~Beziehungen zweifellos bestehen aurteet Welche dies sind, 
kann auf Grund der vorliegenden Ergebnisse nicht gesagt werden, Ob 
die in Friichten und Samen pichindenen Keime in Zukunft in erster 
_Linie den Phytopathologen interessieren werden, oder ob, den Bakterien 
innerhalb der .Pflanzengewebe eine fordernde Wirkung (Reifung? 
Samenkeimung?) zukommt, oder ob es sich iiberhaupt nur um vollig 
bedeutungslose Zufallsinfektionen ohne jede Wirkung auf die Wirts- 
_pfilanze handelt, miissen weitere Untersuchungen ergeben. Fiir eine Sym- 
_biose im Sinne Scuanperis konnte kein Anhaltspunkt gefunden werden, 
AP es sprechen die meisten Befunde direkt dagegen. 

Auf. die Stickstoffbilanz-Versuche Scuanperts niher einzugehen, 
Pethictet mir der geringe Umfang des Materials, das ich tiber diese 
» Fragen sammeln konnte. Auch in dieser Richtung diirfte eine skep- 
 tische, dabei aber objektive Haltung angebracht sein. Auch PoscHEN- 
_RJEDER, dessen noch unveréffentlichte Versuche Scuanperr (1947,.8. 71 
*bis 72) referiert, sagt: »Trotz meiner positiven Ergebnisse méchte ich 

noch keine weiteehenden SchluBfolgerungen ziehen. M. E. sind noch 
~ zahlreiche und vielseitige Untersuchungen notwendig, um Klarheit in 
diesem schwierigen und viel umstrittenen Fragenkomplex zu be- 
“kommen* 19, 


re 


. Zusammenfassung. 


Es wird iiber mehrjahrige Untersuchungen zur Symbiose-Theorie 

ie SCHANDERLS berichtet. 

ie -. Die Desinfektionsmethoden ScHANDERLS sind trotz ihrer scheinbaren 
_ Sicherheit nicht geeignet, das PflanzenaéuBere in allen Fallen absolut 
-keimfrei zu machen. Es TeGHDn daher zu den Hauptversuchen Objekte 
eewihlt, die eine sicher sterile Probeentnahme aus dem Innern ge- 
=-statteten: Kartoffelknollen, Puffbohnen-Hiilsen und’ Tomatentriichte. 

Mehrere (6—12) Monate gelagerte Karto/felknollen lieferten zu 39° 

positive Kulturen, von den Knollen erwiesen sich 86%o als een 
Frisch geerntete Knollen ergaben dagegen nur in 7% der Kulturen 

a Bakterienwachstuin, ‘die -Knollen waren zu 9%”/o im Innern unsteril. 
Diese, sowie die Ergebnisse von Gefrierversuchen legen den SchluB 

x nahe, daB von augen her Keime durch Wundstellen u.dgl. in das In- 

- nere der Knollen eindringen k6nnen. ‘ 

'+ Der héchste Bakteriengehalt von Vicia jaba-Samen in den Hiilsen 

wurde mit 86°%/o ermittelt, die Kotyledonen erwiesen sich maximal zu 

33°/o bakterienhaltig. Es bestehen grobe Schwankungen in bezug aut 


ey Briefliche ‘Mitteilung an den Verfasser vom 8, 12.1947. 
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| DERL behauptete Regeneration’ zu echten Bakterienformen. An Hand | 
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den Keimgehalt der Proben je nach dem Boden, auf dem die Pflanzen’ 
wachsen. Liingere Kultur derselben Pflanzenart auf der gleichen Fliiche 
fiihrt zu einer Steigerung des Bakteriengehaltes der Samen in den — 
folgenden Jahren. Die zu isolierenden Keime stammen nicht aus dem 
Innern des Gewebes (Zellen!), sondern von der Oberfliche der Samen E 
bzw. der Kotyledonen. 2 

Tomaten lieferten im Durchschnitt 72°/o bakterienhaltige Kulturen 
die Friichte selbst enthielten zu 94% im Innern Bakterien. 78 °/o de 
isolierten Stiimme gehéren zur selben Form (identisch oder nahe ver- 1 
wandt mit Micrococcus coronatus). Der Standort der Pflanzen beein- _ 
fluBt nicht nur die Menge, sondern auch die Artenzahl der aus dem } 
Innern isolierbaren Keime. ween | 

Infektionsversuche von der Narbe her durch den Griffel zeigten, 
da8B ein Eindringen von Bakterien auf diesem Wege méglich ist. Ver- ] 
suche, die Herkunft der Keime aus dem Zellinnern ‘nachzuweisen, : 
schlugen fehl. 

Mikroskopische Untersuchungen an rund 1500 positiven Isolierungen 
aus Pflanzengewebe ergaben keinen Anhaltspunkt fiir die von ScHAN-— 


von Mikroaufnahmen wird die Méglichkeit einer Vortiuschung solcher 
Vorgainge durch bestimmte Keimarten erértert und wahrechofniicls ge-’ 
inacht. 

Der Niahrboden spielt fiir den Ausfall von Isolierungen aus Pflanzen- 
gewebe nur eine untergeordnete Rolle, ebenso die Beobachtungsdauer. 
Die Schnelligkeit des Anwachsens von Bakterien aus Pflanzenorganen_ 
ist vom Nahtboden abhiingig; auBerdem scheinen Einfliisse der herr- — 
schenden Wetterlage zu bestehen. 

Die mitgeteilten Befunde liefern keinerlei Stiitzen fiir die Symbiose-_ 
Theorie ScHANDERLS, sondern machen sie im Gegenteil sehr unwahr- 
scheinlich. 
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Uber die angebliche Stickstoffbindung durch 
Nicht-Leguminosen. 


Von 
August RipreL-BaLpDEs. 


(Eingegangen am 5. Februar 1948. ) 


H. Scuanpert behauptet bekanntlich, daf fast alle hoheren Pilanzen 
befiihigt seien, mittels intrazellular in Symbiose mit ihnen lebender Bak- 
terien elementaren Luftstickstoff zu binden; die Stickstoffbindung solle _ 
in den Blattern erfolgen. Auch bei den Leguminosen sei dies der Fall; 
die Knéllchen seien in dieser Hinsicht nicht nur iiberfliissig, sondern — 
sogar pathologische Gebilde. Entscheidend sei ferner das Vorhandensein _ 
einer gewissen Menge von ,,Startstickstoff, sowie die Analyse des — 
Bodens, dessen Stickstoffbilanz u. U. erst die erfolgte Stickstoffbindung 
in Erscheinung treten lasse. In einer Besprechung des kiirzlich erschie- 
nenen Sis aameaneahot Buches! habe ich2 bereits einige Punkte hervor-_ 
gehoben, bei denen eine Fehlerhaftigkeit in der Methodik anzunehmen _ 
ist. Der nachstehend mitgeteilte Versuch soll méglichst exakt die 
ScuHanperische Behauptung nachpriifen. \ 

Vorher sei noch auf einiges hingewiesen. Auf 8. 142 seines Buches 
werden Versuche mit Helianthus scaberrimus und Helianthus tuberosus mit- 
geteilt. Es handelt sich um die schon an anderer Stelle® S. 446/447 mitge- 
teilten, die dort aber vollstiindiger wiedergegeben sind, nimlich mit Stick-. 
stoffdiingung im Vergleich zu ungediingt; in dem Buch ist dagegen nur un- 
gediingt erwahnt. Die Originalzahlen ergaben aber folgendes: 


Daten : PSs eiieértrag bei 
Helianthus scaberrimus | Hel. tuberosus 
0 126,4 | 92,0 g Trockensubstanz 
140 mg N 11950 om | 82,6 ¢ Trockensubstanz 
280 mg N 10157 89,6 ¢ Trockensubstanz 


| 


In beiden Fallen war also die Trockensubstanzbildung durch Stickstoff-— 
diingung, bei Hel. scaberrimus erheblich, geringer im Vergleich zu den un- 
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1 H. ScuanDERL: Botanische Bakteriologie und Stickstoffhaushalt der 
Pflanzen auf neuer Grundlage, Stuttgart, E. Ulmer 1947, 
* A. Ripret-Batpes: Besprechung des vorstehend genannten Buches in 4 
»Die Naturwissenschaften“, 34, 159, (1948). 
’ H. ScHaNDERL Planta. 33, 424, ’(1943). 
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sediingten Pflanzen, Zu diesen Zahlen* bemerkt ScuanperL (Planta, 8. 446) 
wOrtlich: ,,Die gréBere N-Gabe wies das intensivste Blattgriin und die ‘stairkste 
lassenentwicklung auf, daher bewirkte sie auch jeweils die gréSte Frisch- 
ind Trockengewichtsernte“. Man steht einer solchen ,,Beweisfiihrung“, die 
ich weder um eine ricltige Versuchsanordnung noch um eine Versuchsaus- 
ertung kiimmert, nahezu hilflos gegeniiber. Daf im iibrigen auch bei 
SCHANDERL sich die Legwminosen deutlich in ihrem N-Haushalt von den 
iibrigen Pflanzen unterscheiden, geht z. B. daraus hervor, daB in den Fallen 
in denen eine Zunahme an Boden-Stickstoff festgestellt wurde, es sich um 5 
von 9 bei Leguminosen (= 55,3°/c) handelt, bei Kompositen dagegen um nur 
4 von 28 (= 14,3 %o). 

Kin weiteres Beispiel iiber einen Kartoffelversuch interessiert hier eben- 
falls, da es sich um die auch von mir verwendete Versuchspflanze handelt. 
Es wurden dort (Planta, S. 446/447) Knollen im Frischgewicht von 65 bis 
133.0 ¢ ausgelegt und einheitlich zur Aufstellung der Bilanz der aus seinen 
Angaben zu errechnende Wert von etwa 140mg N je 100g Frischgewicht 
(geringfiigige Abweichungen sind wohl auf die Verwendung des Rechen- 
Sschiebers zuriickzufiihren) angenommen, der offenbar aus einer Analyse 
stammt. Dabei zeigen die unten in TabelleI angefiihrten eigenen Zahlen, 
da®B bei sehr ausgeglichener KnollengréBe (62.6 bis 76.9¢) und reiner Kar- 
toffelsorte der N-Gehalt so schwankt, da je 100g Frischgewicht 252.3. bis 
424.4mg N gefunden wurden, also Unterschiede von fast 100%/o, Es wird 
niemand behaupten kiénnen, daB man bei solecher Methodik auch nur einiger- 
maken iiberzeugende Beweise beibringen kénnte. 

So sind alle von ScuHanpvert zum Beweis der Stickstoffbindung durch 
Nicht-Leguminosen mitgeteilten Versuche mit zum Teil sehr groben 
Mingeln behaftet; es mége aber geniigen, auf die erwihnten Beispielé 
hingewiesen zu haben; im iibrigen vergleiche man weiter meine kri- 
tischen Bemerkungen in den ,,Naturwissenschaften". 


Eigener Versuch. 
Versuchsanstellung. Der Versuch wurde mit Karto/feln aus- 


eefiihrt und zwar in 10facher Wiederholung. Zu dem ,,Startstickstoff*, 
den die Kartoffelknollen ja selbst besitzen, wurden noch 47.7mg N in 
Form von Ammonphosphat gegeben; alles weitere geht aus der nach- 
‘stehend beschriebenen Versuchsanordnung hervor. 

- Es wurden Mirscueriice-GefiBe verwendet, die mit je 8.0 kg Freien- 
walder Quarzsand gefiillt wurden, wie wir ihn bereits zu zahlreichen 
Pflanzenversuchen mit Erfolg verwendet hatten. Je Gefaib wurde noch 
eine Beimischung von 100 g Gartenerde gegeben. In jedes GefiS wurde 
am 8.1V.1948 eine Knolle der Sorte Sabina ausgelegt, die uns Herr Kol- 
Jege Tornau vom Institut fiir Pflanzenbau freundlichst tiberlieB, woftir 
auch an dieser Stelle bestens gedankt sei. Nach dem Einpflanzen wurde 
wit 4/Liter Wasser je 0,1g KH,PO, und K,SO, gegeben. Am 16. IV. 
erhielt jedes Gefai®B noch in 250 ccm Wasser 0,037 g Natriummolybdat, 
am 6. V. in 250 ccm Wasser 47,8 mg Stickstoff als (NH,),H1PO, und 
wieder 0,1 g K,SO,, am 25. V. wiederum 0,2 ¢ K,SO, und 0,1 ¢ KH,PO,, 
dazu 0,1 g¢ MgSO, Die allmiahliche Salzgabe wurde gewahlt, um nicht 
yon vornherein zu stark mit Salzen zu iiberschwemmen. Von da ab 
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wurde so viel Wasser gegeben, daB eben ein wenig Cashin das Sicker= 
wasser wurde natiirlich stets zurtickgegeben. 

Nachdem schon vorher die ersten kleinsten Blattchen vergilbi 
waren, vergilbte am 30. VI. das erste gréBere Blatt. Danach traten die 
Anzeichen “des Stickstoffmangels auch bei anderen Pflanzen ein, all- 
mihlich verstirkt durch trockene Stellen an den Blattrindern. Ge- 
erntet wurde am 12. VII. 1943, nachdem die Pflanzen seit Wochen 
keinerlei Fortschritt in ihrem Wachstum gezeigt hatten, Vorher ver 
gilbte und abfallende Blattchen wurden aufgehoben und mit der end- 
eiiltigen Ernte zur Stickstoffanalyse vereinigt. 

Die Wurzeln wurden so geerntet, daB der Sand erst durch vor- 
sichtiges Klopfen oréBtenteils entfernt wurde. Darauf wurde. der 
Wurzelballen in 500 ccm Wasser in einem Glaszylinder durch Auf- und 
Abtauchen gut abgespiilt, daB der Sand heruntersank. Er wurde samt 
dem Waschwasser zu dem Sand des KulturgefiiBes gegeben, ebenso die 
gegebenenfalls im Untersatz noch befindliche- Menge an Sickerwasser. 
Durch Abtrocknenlassen vor der Ernte wurde zu starke Feuchtigkeit des 
Sandes vermieden. Der ganze feuchte Sand des Gefibes wurde in einer 
Zinkwanne griindlich durchgemischt, davon etwa 1 kg zur Analyse ent- 
nommen und getrocknet. 

Die Wurzeln wurden noch einmal griindlich ausgewaschen, durch 
ein Haarsieb gegeben, gut. ausgedriickt und zusammen mit der ober- 
irdischen Substanz als Frischgewicht gewogen. Aller Sand war aus den 
Wurzeln entfernt und konnte bei der Analyse nicht stéren. Erwiihnt 
‘sei noch, daB die unterirdische Pflanzenmasse je Gefaifi 3—4 kleine 
Knollen true , dazu mehrere kleine Knollenansatze. 

Die Kulturen wurden mit Leitungswasser gegossen, das stickatoffrell 
ist, wiihrend unser dest. Wasser meist Spuren von Ammoniak enthalt. 
Sie standen auf fahrbaren Wagen und wurden bei Nacht und bei Regen- 
wetter in die Glashalle eeschoben. Ubrigens spielt der Stickstoffgehalt 
des Regenwassers innerhalb der Schwankungen kaum eine Rolle. 

Stickstoffa nalysen. Bei der Vornahme der Analysen trachtete 
ich vor allem danach, den ,,Multiplikationsfaktor“ zu verringern, d. h. 
erobe Mengen zu analysieren, und ferner Anfangs- und End-Analysen’ 
so vorzunehmen, da der Blindwert in beiden Fallen gleich war. 

Vom Sand, dessen Stickstoffgehalt im Mittel zu 0,78mg in 100g ge-. 
funden wurde, wurden je 250@ mit 150 eem Schwefelstiure in 1 Liter-Auf- 
schluBkolben unter Zusatz von ” AufschluBeemisch (K,S0,+ Se) und einem. 
Kupfersulfat-Kristiillehen 2 Tage lang auf kleiner Flanime erhitzt.. Danach 
wurde die Schwefelsiure vorsichtig in einen anderen ebensolehen Kolben— 
abgegossen und viele Male mit etwa 850 cem Wasser in kleineren Portionen 
unter kraftigem Umschwenken ausgewaschen; alles wurde natiirlich ver- 
einigt und dann das Wasser weggekocht und aufgeschlossen. Danach wurde 
in einem 500 cem Mefbkolben iibergespiilt, aufgefiillt und 100 cem destilliert.. 
Der Stickstoffgehalt wurde somit in 50¢ AUSE SUE SIR AGr a} bestimmt, w 
jedenfalls den ,,Multiplikationsfaktor“ eegentiber etwa 5¢ Ausgangsmateria ; 
auf 1/10 herabsetzt. ; 

Dieses ,,VoraufschlieBen“ und Uberspiilen mit nachfolgendem Vollauf- 
schluB war notwendig, da der Quarzsand beim Kochen derart st6Bt, daB er 
selbst. nicht voll erhitzt werden kann. Um dem Einwand vorzubeugen, dai 
dieses Verfahren ungeniigende Werte ergiibe, fiihrten wir eine Bestimmung 
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durch, bei der zu 250g Sand 100g Erde hinzugegeben wurden und mit: der 
Bestimmung im Sand und in Erde jeweils allein verglichen wurde, wobei die 
Erde, die gleiche, die zu.dem Zusatz zu den KulturgefiiSen benutzt war, 


unmittelbar aufgeschlossen wurde, ebenfalls mit 150 ccm Schwefelsdure, Das 
Ergebnis war: 


Blindwert Sand allein Erde allein Sind + Erde : 
121 33,08 33,01 
0,71 0,71 0,71 0,71 
0,50 | 32,37 3 32,30 
—_ 
Zusammen 32,87 


Zur Stickstoffbestimmung 100 cem des auf 500 ccm 
aufgefiillten Aufschlusses. 


‘Sand allein und Erde allein ergaben also 32,87mgN gegen 32,30 bei 
der gemeinsamen Bestimmung. Der geringe Unterschied von 0,57 mg liegt 
innerhalb der Fehlergrenzen. Dabei ist noch zu beriicksichtigen, daB bei 
dem zur Kultur verwendeten Sand-Erde-Gemisch (100g Erde je 8000¢ 
Sand) nur 3,0g¢ Erde auf 250g Sand entfielen, welche Menge zum Aufschlu8 
verwendet wurde, bei obiger Bestimmung hingegen 100 g Erde auf die gleiche 
Sandmenge. Obwohl also bei dieser groBen Menge von Erde das Ausspiilen 
des Sandes sehr erschwert war, war das Ergebnis fast das gleiche wie bei der 
getrennten Analyse. Anders ausgedriickt: Auf unsere Versuchsmischung 
angewendet wiirde der obige Unterschied von 0,57 mg, vorausgesetzt, dab 
er wirklich ist, auf 50g Sand + 20g Erde (die zur Destillation verwendete 
Menge = 1/s des Aufschlusses) einen Fehler von 1,7°/o ausmachen, auf das 
ganze Gefa® mit dem gur Kultur verwendeten Substrat mit rund 500.mg Stick- 
stoff also rund 8,5 mg, was zweifellos die Ergebnisse nicht beeinflussen kann; 
dieser Wert ist nur ein Bruchteil des mittleren Fehlers (s. 8. 339). In Wirklich- 
keit diirfte er noch geringer sein, da, wie schon gesagt, die geringe Bei- 
mengung von Erde im Kultur-Substrat sich natiirlich erheblich besser aus- 
kpiilen laBbt. ; 

Von der dem Sand beigemischten Erde wurde die ganze je Gefaib ge- 
gebene Menge von 100g mit 150 ccm Schwefelsiure auf einmal aufge- 
_schlossen, der AufschluB auf 500 ccm aufgefiillt und 100ccm davon destilliert. 
- Auch hier wurde natiirlich der Blindwert abgezogen. Der Multiplikations- 
fehler ist sehr gering, da so 1/s der je Gefi® zugegebenen Menge an Erde in 
der Stickstoffbestimmung unmittelbar erfabt wurde. 

Von den zur Bestimmung des Ausgangs-Stickstoffs dienenden Knollen 
wurde je 1 Knolle in frischem Zustande mit 150 ccm Schwefelsaure aufge- 
schlossen, davon, nach Auffiillen auf 500 ccm, 100 cem abdestilliert. In 
-gleicher Weise wurde die gesamte Ernte je GefiB (oberirdische Substanz + 
Wurzeln + alte und neue Knollen) mit 150 cem Schwefelsaure aufgeschlossen 
und in gleicher Weise destilliert. Auch hier ist der Blindwert abgezogen. 
Im iibrigen sind auch hier alle méglichen Fehlerquellen der Stickstoffbe- 
stimmung bei Ernte und Ausgangsmaterial gleich. 

Die Blindbestimmung wurde mit 150 ccm Schwefelsiure, Aufschluf- 

gemisch und Destillation in gleicher Weise ausgefiihrt wie die Aufschliisse 


Se a? yrs 


‘ 


338 Aucust RippEL-BALDES: 


mit Boden- und Erntematerial. Sie ergab vor und nach dem Versuch den — 
gleichen Wert. ; , % 
Um nochmals hervorzuheben: Wir haben somit bei Ausgangs- und Ernte-_ 
material die gleichen Mengen mit den gleichen Mengen an Reagentien auf- 
geschlossen und destiiliert, haben stets den Blindwert abgezogen und be-_ 
gehen somit bei allen Bestimmungen héchstens den gleichen (unkontrollier-_ 
baren) Fehler, soda8 wir eine einwandfreie Bilanz aufstellen kénnen, ; 
Das Ammoniak des zugegebenen Ammoniumphosphates wurde durch di- — 
rekte Destillation bestimmt. Auf Ammoniak und Nitrat im Ausgangs-Mate 
rial (Sand + Erde) brauchten wir keine Riicksicht zu nehmen, da die quali-_ 
tativen Proben negativ ausfielen. Hingegen wurde nach Abbruch des Ver-_ 
ssuches im Boden-Material Ammoniak- und Nitrat-Stickstoff bestimmt, de 
erste durch direkte Destillation, Nitrat-Stickstoff nach vorheriger Reduktion 
nach Uscu mit ferrum reductum, Destillation und Differenz zu dem direkt 
gefundenen Ammoniak-Stickstoff. Sollten im Ausgangs-Material doch Spuren— 
von Ammoniak- und Nitrat-Stickstoff vorhanden gewesen sein, so wiirden — 
wir also héchstens zu ungiinstig rechnen und die Bilanz zu Gunsten einer 
Stickstoffzunahme beeinflussen. a 
Versuchsergebnisse. TabelleI gibt zunichst die Zahlen des_ 
Frischgewichtes der zur Stickstoffanalyse benutzten und der ausge- 
legten Knollen. Es waren 20 Knollen von annihernd gleichem Gewicht — 
ausgewahlt; die leichteste wog frisch 62,6, die schwerste 76,9g. Die 
Knollen wurden nach fallendem Gewicht geordnet* und abwechselnd je_ 
{ Knolle zum Versuch ausgelegt und zur Stickstoffbestimmung ana- 
_lysiert. Auf die ungeheuren Schwankungen im Stickstoffgehalt der 
-Knollen, die aus Tabelle 1 hervorgeht, wurde oben bereits hingewiesen. _ 
Je Knolle betrigt der absolute Unterschied zwischen dem héchsten und 
niedrigsten Wert (298,3 und 167,6mg N) 130,7mg N. Urspriinglich 
glaubte ich, an Hand der Kontrollanalysen eine Kurve des Stickstoff-_ 


Tabelle I. Frischgewicht und Stickstoffgehalt der Kartoffelknollen. * 


Frischgewicht mg Stickstoff je 100 g | ™ Stickstoff je Knolle 
ausgelegte Knollen | analysierte Knollen Frischgewicht pager ae: ¥ ; 
76,9 74,5 272.9 203.3 “4 
72,9 74,0 403,1 298,3 { 
70,9 72,4 365,2 263,3 a 
69,0 70,0 252.3 167,6 } 
66,7 69,9 366,6 255,8 Mittel : 
66,2 66,8 339,7 226,9 ; 
65,4 66,5 424.4 ogo 231,5 + 41,9 
65,3 65,8 257,3 169,3 i 
63,8 65,1 34,5 230,8 
62,6 63,9 341,0 217,9 q 


i 


* Mit Ausnahme der beiden ersten Knollen, bei denen die Reihenfolge — 


vertauscht ist, um das geringfiigige Mindereewi c 
: icht der 
etwas auszugleichen. meey ee q eaeatie 
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gehaltes der Knollen, diese nach GréBe geordnet, aufstellen und mit dem 
Stickfoffgehalt der Ernten vergleichen zu kénnen. Diese Kurve hatte 


dann anniihernd in einem bestimmten: Abstand iiber jener verlaufen 


‘miiissen. Wie man sieht, ist das jedgch nicht méglich. Vielleicht wiirde 


das Verfahren méglich sein, wenn man ausgesuchte Knollen teilt, die 
eine Halfte analysiert und die andere auslegt. Dariiber mtiBten jedoch 
besondere Versuche angestellt werden. 

Rechnet man mit dem Mittelwert von 231,5 mg N, so hat man, vor- 
ausgesetzt, daB die Versuchsknollen den gleichen Mittelwert ergeben 
hitten, immerhin einen mittleren Fehler von + 41,9. 

Tabelle II gibt weiterhin die Zahlen des Frischgewichtes der Ernten, 
deren Stickstoffgehalt und den Stickstoffgehalt des Bodenmaterials nach 
der Ernte (noch ohne Beriicksichtigung des Nitrat-Stickstoffs). Die An- 


-ordnung der Zahlen ist die gleiche wie in Tabelle I; sie sind also nach 


der Ausgangsgrée der Knollen geordnet. 


Tabelle Il. Ernte und Stickstoffgehalt der Kartofjeln und des Bodens. 


a 


Frischgewicht der mg Stickstoff (in Klammern mg % N) 

Nr. Erte In Ernte acres Ka Erte +4 
ec 2330 218,3 278,5 (3,44) 496,8 
2 242,0 234,4  -208,9 (2,58) 443,3 
3 233,0 284,4 265,5 (3,28) 549,9 
4 234,0 294,0 ~  193,8 (2,40) 487,8 
5 229,0 245,1 | 265,5 (8,28) 510,6 
6 210:0' + 219,0 265,5 (3,28) 484,5 
7 234,0 250,8 278,5 (3,44) - 529,38 
8 200,0 203,9 265,5 (3,28) 469,4 
9 234,0 250,3 231.5 (2,86) 481,8 
E10 186,0*) 213,2 289,8 (3,58) 503,0 
Mittel 2413 | 254,3 495,6 
Mittlerer Fehler **) + 28,4 + 30,3 + 28,6 


*) Pflanze rollkrank! 
**) Mittlerer Fehler der Einzelbeobachtung 


te ya der Quadrate der Abweichungen 


Zahl der, Fille 


Der Ertrag zeigt keinen Zusammenhang mit der Knollengréfe. Die 
guletzt aufgefiihrte Pflanze war rolikrank. Die Stickstoffmengen in der 
Ernte zeigen etwas geringere Schwankungen als die zu Versuchsbeginn 
analysierten Knollen. Vergleicht man die Mittelzahlen, ohne Riicksicht 
auf die Schwankungen, so hiitte der Stickstoffgehalt der Ernte gegen- 
iiber der Aussaat nur um 10 mg zugenommen, obwohl je Gefa® 47,7 mg 
Stickstoff als Ammoniumphosphat-Stickstoff gegeben waren. Aller- 
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dings lassen die groBen Schwankungen die Frage offen, wieviel dieses 
Stickstoffs in Wirklichkeit aufgenommen war. 

Jedenfalls bestimmten wir nogh den Ammoniak-Stickstoff im Boden 
nach der Ernte und erhielten im Mittel 38,5 mg Ammoniak-Stickstoff je 
GefaB, eine Zahl, die somit zusammen mit dem gefundenen Mehr von 
10mg Stickstoff genau die gegebene Menge an Ammoniak-Stickstoff _ 

ergeben wiirde. Die Kartoffel hitte also den gegebenen leicht assimi- _ 
lierbaren Stickstoff sehr schlecht ausgeniitzt. Hierzu ist zu sagen, jabs 
die Kartoffel fiir Gefii®versuche eine auferordentlich ungiinstige Pflanz 
ist. Die Wurzelbildung ist gering, und bei weitem nicht der gant 
Boden ist durchwurzelt. 

Die Analyse der einzelnen Béden nach der Ernte zeigt ebenfalls er- 
hebliche Schwankungen, wie Tabelle I zeigt. Die Extremwerte liege 
um 96,0 mg N auseinander. Bis zu einem gewissen Grade entspricht der 
geringeren Stickstoffernte in der Pflanzensubstanz der héhere im 1 
Boden und umgekehrt, wenn sich auch keine véllig einheitliche Reih 
zeigt, was nach den grofBen Schwankungen auch gar nicht erwartet | 
enice kann. 

Wir wollen nun die Gesamtbilanz des Stickstoffs bilden (Tabelle a 
Die Bilanz geht also fast restlos auf. Es wurde lediglich ein ,,Mehr“ an 


boas 


BE 


Tabelle III. Gesamtbilanz an Stickstoff. 
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Gegeben mg N je GefaB in den Knollen * 231.5mg N 
im Sand* (8000 g) 62:4 tus 
-in der Erde* (100 ¢ 163 
im Ammoniumphosphat ATT Ses Biss 
Zusammen gegeben 504.7 mg N. 
Gefunden wurden nach der Ernte ! 
in den Pflanzen 241.3mg N 
im Boden (8100 g) 204 Bui poe 
dazu Nitrat-N aR oi te 
Zusammen . 509.8 mg N . 


* Die Bestimmung erfolgte einmal vor Versuchsbeginn, ein zweites Mal 
nach Versuchsabbruch: beide Werte stimmten befriedigend iiberein. Die 
obigen Zahlen sind die Mittelwerte, 


\ 
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Stickstoff gefunden von 5,1 mg. Hierbei haben wir noch zu ungiinstig ot 
gerechnet, da bei dem Aufschlu® auch ein Teil.des Nitrat- Stickstoffs | 
erfaBt sein konnte, wir aber den ganzen gesondert bestimmten Nitrat- 
Stickstoff einsetzten. : 
Aber davon abgesehen: Dieses ,,Mehr“ von 5,1 mg N ist nur etwa 1/6 
des mittleren Fehlers der Gesamt- Stickstoffmenge in Tabelle IL 
(28,6 mg N). Dabei ist dieser mittlere Fehler aus den Einzelwerten der 
jeweiligen Summen von Ernte + Boden berechnet. In Wirklichkeit. 
miiBte er nach dem Fehlerfortpflanzungsgesetz aus beiden fiir Ernte— 
(28,4 mg N) und Boden (30,3 mg N) ermittelten Werten als Wurzel aus” 
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der Summe der Quadrate berechnet werden, womit er sich auf 41,5 mg N 
stellen wiirde. Die Bilanz geht also, wie schon gesagt, restlos auf, und 
eine weitere statistische Behandlung wird danach vollkommen_ tiber- 
fliissig. 

Dab die Ubereinstimmung in Einnahme und Ausgabe so gut ist, kann 
natiirlich reiner Zufall sein, da die Schwankungen einen weit gréBeren 

Spielraum lieBen, innerhalb dessen Werte méglich gewesen waren, die 
keinen Schlu8 in irgend einer Richtung zugelassen hatten. Es kann 

-allerdings auch durch die Verwendung der 10 Parallel-Kulturen ein 
weitgehender Ausgleich der verschiedenen Fehlerquellen eingetreten sein. 

Nach der Scuanpertschen Auffassung ware als Hauptargumen- 
tation gegen die vorliegenden Versuche die zu geringe Menge an »otart- 
~ stickstoff* im Boden anzusehen. Hierzu ist zu bemerken: Warum be- 

_ notigen die Leguminosen keinen Startstickstoff, sondern gedeihen auf 
-stickstoffreiem Substrat? Es ist ferner zu beachten, daB Vergréferung 
‘der Menge des Bodenstickstoffs auch die Fehlerméglichkeiten (Unsicher- 
heit der Bilanz) vergréBert; man vergleiche dazu im iibrigen meine 
eingangs erwahnten kritischen Bemerkungen. 

Vor allem ist aber darauf hinztweisen, da® der bei dem vorliegenden 

Versuch vorhandene ,,Startstickstoff ja in der Knolle selbst steckt 
(167,6 bis 298,38 mg N je Knolle). Das sind Werte, die in der gleichen 

_ GréBenordnung liegen wie bei den meisten der gesamten Stickstoff 

- mengen, die sich bei ScHANDERLS Versuchen in der oberirdisch ge- 

--ernteten Pflanzenmasse als von den Pflanzen wiihrend des Versuches 
agssimilierter Stickstoff ergeben. Und Scuanpert selbst gibt S. 144 einen 
Versuch auf Hohenbockaer Sand an (weitere derartige V ersuche auch 
auf S. 145), in dem fiir Senecio Jacobaea als Versuchspflanze, bei 169 mgN 
je 6500 g Sand ein N-Gewinn von 64mg erzielt worden sein soll, bei 
nur 48 mg N in der geernteten Pflanzenmasse. Die bei meinen Versuchen 

 verwendete Sandmenge von 8000¢ + 100g Erde + Ammonphosphat 

enthielt 273,2 ¢ N, also auf 6500 (zum Vergleich mit obigen Zahlen) um- 
eerechnet, 209g N. Die Verhiltnisse sind also bei meinem Versuch, 
vom Boden aus gesehen, mindestens so giinstig wie in dem ScHANDERL- 
sehen Versuch, in Wirklichkeit aber viel besser, da bei Scanperi die 

~ Aussaat der Versuchspflanze nur 8mgN brachte, bei meinem Versuch 
aber, wie gesagt, 167,6 bis 298,3 mg N. Beobachtet, man ferner, da der 
mit der Knolle gegebene ,,Startstickstoff™ doch in viel héherer Konzen- 
tration von vornherein zur Verfiigung steht als wenn er im Boden 
steckte und von der Pflanze erst, u. U. nur zu einem sehr geringen Teil, 
aufgenommen werden miiBte, so ist ohne weiteres klar, daB den Knollen 
eeniigend , Startstickstoff* zur Verfiigung gestanden haben mitibte °. 


5Herr Prof, Dr. Ltprcke teilt hierzu noch mit: Die Versuchsstation 
Bernburg fiihrte in den Jahren 1942—44 ebenfalls Stickstoffbilanzversuche 
mit verschiedenen Nicht-Leguminosen durch, und zwar unter Benutzung 
eines von Herrn Professor SCHANDERL unmittelbar itibersandten, nach ihm 
stickstoffarmen Vegetationssandes. Das Ergebnis konnte infolge der Kriegs- 
ereignisse leider nicht mehr analytisch ausgewertet werden, doch lieBen die 
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Zusammenfassend kann also festgestellt werden, daB eine Stickstoff 
bindung bei der Kartoffel nicht nachgewiesen werden konnte. Auch fiir 
andere Pflanzen (von Leguminosen und einigen anderen abgesehen) hat 
die praktische Erfahrung keinerlei Hinweise i in dieser Richtung ergeben 2 
und die insbesondere von SCHANDERL mitgeteilten Versuche sind metho. | 
disch ginzlich unzulaénglich. . 


\Verdlationsheobaghttnges eindeutig erkennen, daB nach Aufbrauchen des 
sogenannten ,,Startstickstoffes“ samtliche nicht mit einer ausreichenden 
Stickstoffgabe gediingten Pflanzen stirksten Stickstoffmangel aufwiesen. 
Dies zeigte sich nicht nur an der hellgriinen Farbe der Blatter, sondern vor 
allem an dem entsprechend dem Gesetz von Minimum sehr stark unterschied- 
lichen Héhenwachstum der verschiedenen Pflanzen, insbesondere bei Heli- 
anthus tuberosus. In einer Reihe von Farbaufnahmen wurde dieses besonders 
festgehalten. — Diese Versuche wiirden somit, wenn die Analysen hiatten — 
durchgefiihrt werden kénnen, die vorliegenden Ergebnisse mit Kartoffeln — 
weitgehend bestatigen bzw. ergiinzen. } 


(Aus dem Instiut fiir Mikrobiologie der Universitit Géttingen.) 


Uber einige Fehlerquellen bei der 
Priifung von Pflanzenteilen auf das Vorkommen 
von Bakterien. 

Von 


WILHELM FISCHER, 


(Eingegangen am 21. Februar 1948.) 


In seinem Buche sagt ScHanper!, daf seine eigenen Behauptungen 
,mit der Versuchsmethodik stehen oder fallen werden“. Es erschien 
darum wesentlich, gerade die Sruurxschen? Versuche zu wiederholen 
und zu ergiinzen, da bei ihnen unbedingte Asepsis zweifelhaft erschien 


und auch keine der in solchem Falle unerliflichen Blindserien ange- 


fiihrt sind. 2 
Sriurx sterilisierte im Dampftopf oder Autoklaven Samen von 


_Erbse und Bohne mit Wasser in wie iiblich mit Wattebausch ver- 


schlossenen Reagenzglisern. Bei den Rédhrchen, die nach Bebriitung 
klar blieben, also makroskopisch keine Bakterienentwicklung zeigten, 
wurden die Samen unter angeblich vollkommen aseptischen Bedingungen 
mit einem Glasstab zerstoBen, wobei zu einem hohen Prozentsatz der 
Valle Entwicklung von sporenbildenden Bakterien ertfolgte, kenntlich 


durch Triibung und Kahmhautbildung in den Roéhrchen. Die Ursache 


dieser Erscheinung wird in Anlehnung an die Scuanpertsche Theorie 
durch das intrazellulare Vorkommen von zu Bakterien regenerierbaren 
Plasmasymbionten zu erkliren versucht, wahrend umgekehrt, wie schon 
gesagt, die Sruurxschen Ergebnisse von ScHANDERL! (S. 66—67)_ als 
eine Hauptstiitze seiner Anschauungen angefiihrt werden. 


I. Fehlerquellen der Manipulation des ZerstoBens von Samen- usw. 


Bei der genauen Wiederholung der Srvurkschen Versuche (soweit ange- 
geben und kontrollierbar) wurde sowohl bei im Dampftopf als auch im Auto- 
klaven sterilisierten frischen Erbsen ebenfalls fast hundertprozentig Wachs- 
tum von Sporenbildnern nach dem Zerstofen mit dem Glasstab beobachtet 
(Tab. II, 1—2). Jedoch bestand insofern ein Unterschied, als nach dem Steri- 
lisieren im Dampftopf weitaus weniger Réhrchen klar blieben (also makro- 


1 H. SonanperL: Botanische Bakteriologie und Stickstoffhaushalt der 
Pflanzen auf neuer Grundlage. Stuttgart, E. Ulmer, 1947. Siehe dort auch 


weitere Literatur. 


2 A. Sriturk: Die Obst- und Gemiiseverwertungsindustrie. Ausg. A. Nr. 42 


‘vom 16. 10. 1941. 
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-skopisch keine Bakterienentwicklung erkennen lieben) als bei ‘Srourk, wobei 
die Entwicklung z. T. erst nach lingerer Bebriitung zu erkennen war; oder 
die Infektion konnte erst dadurch nachgewiesen werden, da von allen Rohr- 
chen, auch den klar gebliebenen, Abimpfungen in jeweils 3 Parallelen auf 
Fleischwasserbouillon ‘gemacht wurden, wobei nur sehr selten in allen drei 

2éhrechen Wachstum zu beobachten war. Hierauf wird im II. Abschnitt naher — 
eingegangen. 

Hier sollen zuniichst die Fehlerquellen der Manipulation des Zer- | 
stoBens bei Blindserien (Nahrlésung ohne Samen) der Kiirze und Uber- | 
sichtlichkeit wegen im Zusammenhang besprochen werden, obwohl diese 
zeitlich immer mit entsprechenden Hauptversuchen (bei Gegenwart von ~ 
Samen usw.) durchgefithrt wurden. 

DaB man mit gut gegliihter Platinnadel oder -dse selbst groBe Serien fast. 
100 prozentig ohne Fremdfafoktion impfen kann, ist allgemein bekannt (aus- 
gewertete eigene grobe Impfserien ergaben Infektionsraten < 0.5°%o). Genau 
so bekannt ist aber auch aus Exfahrungy daB bloBes Eintauchen des Kopfes — 
des Nadelhalters die Infektionsméglichkeit erhéht (wie vorher, Inick ones 
bis 5°%/o). 

Bei den folgenden Blindserien (klare Nahrlésung ohne Samen) wore : 
die Manipulacen streng wie im Hauptversuch durchgefiihrt, sozusagel — 
unter Normung aller Einzelheiten des Gerites, des. Abflammens, der — ee 
BewegungsgréBe und -zahl, sowie der Dauer des Stofens, des Haltens 4 
der Réhrehendffnung in der Flamme, des Ortes der Handlung usW., UM ; 
moglichst vergicichhare technische Grundlagen zu pékonimen! ; + 

Eine Serie mit 3cem Probacit-Bouillon (Maggis Probacit als Ersatz fiir 4 
Fleischwasser) zeigte eine relativ geringe Zahl von Infektionen (vgl. fiir alle — 
Blindserien die Tab.1). In Réhrchen mit 10 und 15 ccm zeigte sich eine wesent- — 
liche Erhéhung der infizierten Réhrchen. Die Probacit-Bouillon ist kein opti- 
maler Nahrboden. Bei Verwendung von Fleischwasserbouillon und Erbsenaus- — 
zugswasser® zeigte sich eine weiter erhéhte Infektionswahrscheinlichkeit; sie 
lag am héchsten bei Zugabe von 0, 1% Agar. Damit ergibt sich ‘vergleichs- : 
weise dieselbe Schwierigkeit der Manipulation wie bei den mit Samen be- 
schickten Réhrchen. Infolge des. Anhaftens der mehr oder weniger konsi- 
stenten Gewebsmasse ist es bei diesen bedeutend schwieriger, sauber zu ar- 
beiten, und nach jedem ZerstoBen ist auch eine mechaniche Reinigung des 
Glasstabes (Abputzen, Abspiilen) nétig. 

Die vorgenannten Blindserien unter Benutzung eines Glasstabes zum 
StoBen zeigten demnach (Tab. 1), da& mit einer Infektionswahrschein- 
lichkeit bis zu tiber 60°%o zu rechnen ist; sehr hiufig liegen die Werte 
zwischen 30—50%o, Natiirlich kénnen diese Zahlen nur als Vergleichs- 
werte gelten, da schon eine geringe Abweichung in methodischen Um- ~ 
stainden und die verschiedene Zusammensetzung des Niihrbodens be- — 
deutende Verschiebungen ergeben. : 

Die Ergebnisse unter 8.—15. in Tab.I zeigen, da&B Vornahme der — 
Manipulation an Orten verschiedener Luftkeimdichte (Impfkasten, Impf- ; 
raum, N-Bestimmungsraum, Laboratorium) ohne wesentlichen EinfluB 
auf die Infektionsrate blieben. Daraus ist zu folgern, da® einer direkten 


bom, Fin heg 


: Enisprec hend der Angabe bei Scuanperw fiir Bohnenauszugwasser her- — 
geste : 


; HN 
Lo. eh 4 
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Tabelle I. Beobachtungen in Blindserien., 


Nr Nahrlésung und Behandlung der Rohrchen eta eens Wiederholungen 
chen sen 
1 || 8 ccm Bouillon (Probacit) mit Glasstab || 50 8 4%), 12 
2 | 10 com Bouillon (Probacit) mit Glasstab |) 50 | 16 22 
3 || 15 cem Bouillon (Prabacit) mit Glasstab || 50 10 24 
4] 10 com Fleischwasserbouillon 48 |. 25 28 
mit Glasstab 
5 || 10 cem Erbsenauszugwasser 50 26 20 
mit Glasstab 
6 || 10 com Fleischwasserbouillon 126 40 . 55, 65, 40 
+ 0,1% Agar mit Glasstab | 
7 || 10 cem Erbsenauszugwasser Ser 235 50 
+ 0,1% Agar mit Glasstab | 
8 || wie 6. Manipulation im Impfkasten 20 | 40 50 
9 || wie 6. Manipulation im Impfraum 10 40 
10 || wie 6. Manipulation im 10 50 
N-Bestimmungsraum 
11 | wie 6. Manipulation im Laboratorium 20 45 60, 45, 70 
12 || wie 4. im Impfkasten 20 Min. offen 
; stehenlassen || 20 5 : 
13 | wie 4. im Labor 20 Min. offen stehenlassen 20 15 (z. T. Pilze) 
14 | 10 com '/, Wiirze in Labor offen 20 20 (Pilze!) 
stehenlassen 
15 || 10 ccm ¥/, Wiirze, Manipulation 20 40 | (Sporenbildner) 
, mit Glastab Kel 
16 || wie 6. Manipulation mit Glasstab Alk. 10 60 10, 30 
70 proz. abbrennen 
‘17 || wie 6. Manipulation mit Glasstab 10 40 30, 10 
Spiritus abbrennen 
18 || wie 6. Manipulation mit Glasstab 16 12,5 31 
Spiritus, stark gliihen 
wie 6. Manipulation mit Glasstab 20 20 25 
Spiritus, stark gliihen, warten, bis | 
abgekitihlt. 
20 || wie 6. Manipulation mit Metallstab — 20 5 0, 0 
Spiritus, sehr stark gliihen 
21 || wie 20. Wiederholung 18 0 
22 || wie vorher, stirkere u. langere Bewegung 20 10 5 
93 || Wiederholung, Spiritus nur abbrennen 20 55 
lassen 


*) Pir die Wiederholungen ist die Zahl der Parallelen nicht besonders 
angegeben (Zahl schwankte zwischen 50 bis 10). 


**) Nur Serien zwischen Strichen 


direkt vergleichbar. 


sind gleichzeitig 


durchgefiihrt also 


+. wat 
, 
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{.uftinfektion (Einfallen von Keimen) keine Bedeutung zukommt. Auch 
das ausschlieBliche Vorkommen von Sporenbildnern und das Fehlen der 


sonst hiufigen Luftkokken und Pilze spricht dafiir, ebenso die Beob- | 
-achtungen beim offenen Stehenlassen von Rohrehen (Tab. 1, 12—14), 


wobei die Infektionsrate vergleichsweise duBerst niedrig liegt und an- 
dererseits sowohl in Fleischwasserbouillon wie auch in 1/2-Wiirze Pilze 
und auch Nichtsporenbildner vorherrsehten. Demgegeniiber bestanden 
die Infektionen in ‘/2-Wiirze, die ,,gestoBen’ wurde (Tab.1, 15), bei 
geringer und langsamer Entwicklung wieder ausschlieBlich aus Sporen- 
bildnern. 


Von gro&ter Bedeutung erwies sich auch die Art der Bterilisisrini 


des Glasstabes vor dem StoBen. Eintauchen in Spiritus und dessen Ab- 


brennen wirkte etwas besser als Eintauchen in 70°%/igen Alkohel; sehr 
starkes Gliihen und schnelles Einfiihren verminderte die Infektionswahr- 
scheinlichkeit, fiihrte aber fast regelmiSig zum Abplatzen des Glases. | 


Kis sei hier doit hingewiesen, daB Scuanpert selbst angibt, dab 
Smaliges Eintauchen von mit Sporen behafteten Gipsperlen in Spiritus 
und 5maliges Abbrennen des Spiritus nicht geniigt, solche Perlen steril 


zu bekommen. Warum soll der Glasstab nach einmaligem Abbrennen 
also steril sein? Unterschiede lieBen sich auch in der Sorgfalt des Ab- _ 


flammens der Wattepfropfen und des Arbeitens mit der Réhrchen- — 


éffnung in der Flamme feststellen, wobei jedoch ein hoher Prozentsatz 
der Réhrchen durch Springen iiberhaupt ausgeschieden werden muBte. 


Kurz gesagt ergab oft bereits ein geringes AuBerachtlassen kleiner Vor-_ 


sichtsmaBregeln eine unerwartet héhere Zahl von Infektionen. 


Kine ganz wesentliche Erniedrigung der Infektionsfille konnte erst. 


bei Benutzung eines Metallstabes (Stahl, Aluminium) und sehr starkem 


und sorgfaltizem Erhitzen in der Bunsenflamme erzielt werden, Eine _ 


starke Bunsenflamme ergab gréBere Sicherheit als eine Spiritusflamme, 


wobei denn auch, wie die Blindserien zeigten, die Manipulation mit — 


90—100%oiger Sicherheit durchgefiihrt werden konnte. 


Jedenfalls waren auch dann noch gewisse Erscheinungen zu beriicksich- 


tigen. Bei starker Bewegung der Flissigkeitssdule ‘(intensive Bespiilung der 
Innenwande bis in die Region des Wattepfropfens und zur Offnung, was 


auch im Hauptversuch nur schwer zu vermeiden ist) ergab sich eine nicht 


unwesentliche Erhéhung der Infektionsrate. Intosessanterweiie lieB sich eine 


‘ihnliche Beobachtung bei einer gréBeren Anzahl Rodhrchen (insgesamt — 
mehrere Hundert!) mit verschiedenen Nahrlésungen machen, die nach dem_ 


Autoklavieren und Bebriitung von mehreren Wochen klar geblieben waren 


(welche Bedingung ja auch fiir die Réhrchen vor dem ZerstoRen der Samen — 


im Hauptversuch zutrifit), dann nach starkem Schiitteln unter Benetzung der 7 


TH 
Wande bis hart an den Wattepropfen nach weiterer Bebriitung immerhin 
einige Prozent Wachstum zeigten. Dabei wire grundsiitzlich 2u fragen, ob 


das ,,trockene“ Innere, sowie die Watte iiberhaupt nach dem Autoklavieren | 


steril angenommen werden kann und hier nicht die Voraussetzungen der 
(mehr oder weniger) trockenen Sterilisation vorliegen, wobei bekanntlicn 
inindestens 1/2 Stunde 150—200° nétig sind. In derselben Richtung liegt auch 
die Beobachtung, daf sich beim ,,sterilen“ GieBen von Agarplatten in trocken 


tei te peep 
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Sterilisierten Petrischalen 6fters , o i 7 : 

gehend, ganze ia eRe React eo Ta auton Mendtediel 
<>) 

Sporenbildner finden, die sich nach Isolierung sehr gut mit aus Erbsenréhr- 

chen gewonnenen vergleichen lieben. (Auf Speziesfragen kann infolge des 

aur Verfiigung stehenden Raumes nicht eingegangen werden.) 

Jedenfalls ist damit erhellt, daB die von Stuurx angewandte Me- 
thode des ZerstoBens der Samen nicht als unbedingt aseptisch ange- 
sehen werden kann. Sein Fehlschlu8 beruht offenbar auf dem Glauben 
an die unbedingte Asepsis der Arbeit in einer Impfkammer. Die Me- 
thode wirkt elektiv in Richtung bestimmter sehr resistenter Sporen- 
bildner. Dazu kommt, wie Blindproben zeigten, eine gleiche Wirkung 
_verschiedener Na&hrmedien, die demnach auch auf Grund der Ver- 
schiedenheit der einzelnen pflanzlichen Substrate fiir die Hauptversuche 
-angenommen werden kann. 


Il. Fehlerquellen bei der Sterilisation der Samen vor dem Zerstofen. 


Eine sehr wichtige Frage ist auch, welche Sicherheit dafiir besteht, 
da8 in den mit Samen und Pflanzenteilen beschickten Réhrchen bereits 
vor dem Zerstofen alle Bakteriensporen abgetétet sind. 

In den vorher bereits erwihnten Wiederholungen der Stvurxschen Ver- 
suche mit Sterilisation im Dampftopf wurden in 4 Serien mit je 50 Réhrehen 
z.T. erst nach Abimpfung in Fleischwasserbouillon nur 7, 11, 6 und 18 Réhr- 
chen steril gefunden. Das war auch besonders deutlich, wenn man die Erbsen 
nicht in Wasser, sondern in Erbsenauszugwasser mit Traubenzucker und 

Pepton ansetzte. Dann war schon makroskopisch in noch mehr Réhrchen 
~ Wachstum sichtbar. 

Sehr bezeichnend ist, daB nachdem die Fehlerquellen der Manipula- 
tion bekannt waren, trotzdem beim ZerstoBen der Samen usw. sowohl 
mit dem Glasstab als auch mit dem Metallstab bei Beachtung aller nur 
méglichen Vorsicht in allen Serien mit den verschiedensten pflanzlichen 
Materialien um 100%. der Réhrchen Entwicklung von Sporenbildnern 
zeigten, wenn die Réhrchen vorher im Dampftopf oder 1mal im Auto- 
klaven 23 Minuten bei 1 atii oder sogar 20 Minuten bei 1,5 atii sterilisiert 
worden waren. Die Versuche wurden mit frischen Erbsen, trockenen 

_Evbsen, frischen Samen von Caragana, trockenen Samen von Lupine 
und Ackerbohne, Kartoffelwiirfeln in BohnengréBe und Karottenstiicken 
durchgefiihrt. Sogar bei 1 maliger Sterilisation bei 2 bzw. 2,5 atii fanden 

sich Infektionsraten zwischen 60 und 100°. (Man vergleiche fiir die 
Hauptversuche Tabelle IT.) 

‘Das Bild iinderte sich erst wesentlich, als zu 3—5mal wiederholter 
 Sterilisation im Autoklaven bei 1,5 atii tibergegangen wurde. In der 
‘Mehrzahl aller Serien lag dann die Zahl der nach dem ZerstoBen Wachs- 
~ tum zeigenden Réhrchen angenahert an bzw. innerhalb der Fehlerspanne 

der gleich behandelten Blindserien. (10—15 cem Fleischwasserbouillon 
mit 0,1°o Agar.) Es ergab sich daraus, daB hier also nur noch mit der 
Fehlerquelle der Manipulation zu rechnen war. Aber selbst nach 3 maligem 

Autoklavieren ergaben sich im Gegensatz zu 5maligem in einzelnen 

Serien durch unkontrollierbare Umstaénde hdhere Infektionsraten. 
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re —_ Seton teetering 
Tabelle II. Hauptversuche mit Samen und Pflanzengewebe. 


Nr, : Behandlung der Rohrchen : Zahl es nae peur Reeser thet pi tae ehh paca eke pe aes 
: | Parall. | in % | holungen aes ken frisch trocken | TOCKEH | wirfel [pe 6%") 4 ‘p H 7,2 
1 |/2 Std. Dampftopf, wie SriurK 47 | 93,6 100, 100, 90 100*) 100 90 100 100 100 100 
mit Glasstab ; 
2 ||1 >< 23’ 1 atii mit Glasstab 44 | 100 | 100 100 _ 100 100 100 60 100 
zerstoBen A 
3 | 1><20' 1,5 atii mit Glasstab 20 | 100 | 100 95 100 — 100 100 35 80 
: zerstoBen . | 
4 113 >< 90’ 1,5 ati mit Glasstab 20 45 80,55 30—100 45 55 85 70 15 25 
: zerstoBen 
5 ||5><20' 1,5 atii mit Glasstab 20 40 | 25,40 25 40 — |20—100). 55 = — 
zerstoben 
6 || wie 3. mit Metallstab zerstoBen|) 20 | 100 | 100 100 a 85 100 100 30 95 
7 |1><20' 2 atii mit Metallstab | 10 | 20 /100 70 — — | 100-} 100 | = |, — 
; zerstoben | | | 
8 |\1><20' 2,5 atii mit Metallstab | 10 | 90 | 100 95 nie es ile aos eg (os see Raabe Me 
zerstoBen | — x 
9 ||wie 4. mit Metallstab zerstoBen| 20 5 | .0 | 5 me Se a0 PSoRO isha 0-925 15 
10 || wie 5. mit Metallstab zerstoBen 10 0 | 10 0 — 10 10 se ce 1s}. yo 0 


*) Bei den folgenden Spalten ist die Zahl der ausgewerteten Réhrchen nicht mehr besonders angegeben, ebenso nur in 
einigen Fallen Ergebnisse von Wiederholungen. Solehe wurden aber von wichtig erscheinenden Serien haufig vorgenommen, 
besonders mit Irbsen, trocken, Ackerbohne und Kartoffeln, z. T. unter weiterer Variation der Behandlung, z. B. mit nur 
3 Erbsen im Réhrchen. Die Ergebnisse folgten dann ebenfalls den obigen Erscheinungen. 

**) Die Réhrchen mit py 6 blieben klar und alle wurden erst nach -Abimpfung in je 3 Parallelen mit Fleischwasser- 
bouillon beurteilt. 


Priifung von Pflanzenteilen auf Vorkommen von Bakterien. 349 


_ Alle sich wiederholenden Kinzelheiten der Serien kénnen hier nicht 
-aufgefiihrt werden, sondern es ist nur eine Anzahl typischer Ergebnisse 
in Tab. IL zusammengestellt. Zu Beginn war durchweg in Serien mit 
je etwa 50 Réhrchen gearbeitet worden. Es ergab sich dann, dafi genau 
“80 gut bei strenger Hinhaltung gleicher technischer Umstainde der Ma- 
‘nipulation schon mit 20 und sogar 10 Parallelen vergleichbare Ergeb- 
» nisse erhalten wurden. megite 

Sehr interessant waren die Versuche mit Aarotten. Zunachst blieben 
fast 100°o der Rohrchen nach dem ZerstoBen klar, ganz gleich welche 
_ Manipulation beim ZerstoBen oder welche Form der Sterilisation der 

Rohrchen benutzt worden war. Die Ursache lag bei der H’-Konzentra- 
tion. Bei pu 6,0 kamen die Sporen nicht zur Entwicklung+, wobei auch 
noch eine yérhiiltnismifig ungiinstige Nihrstoffwirkung mitsprechen 
kann. Andererseits werden die Sporen bei héherer ’-Konzentration 
aber auch leichter abgetétet (siehe hierzu auch unten Tab. Ill). Bei 
Einstellung auf pu 7,2 mit n/10 NaOH vor dem Sterilisieren folgten die 
Ergebnisse der Serien dann genau den Infektionsraten bei Erbsen usw. 
und das Wachstum setzte nach dem ZerstoBen dann auch makroskopisch 
_ sichtbar ein. 


Eine Bestitigung fiir die vorgenannten Fehlerquellen ist auch, dab 
beim erneuten ,,ZerstoBen‘: des Inhaltes von Roéhrchen, die nach dem 
ersten Zerstofen und lingerer Bebriitung kein Wachstum zeigten, sich 
in einer gewissen Zahl die typische Entwicklung von Sporenbildneru 
 zeigte. Der Prozentsatz folgte dann ebenfalls gut der Rate in den Blind- 
- gerien, Ahnlich waren die Ergebnisse, wenn in den Roéhrchen mit den 
pis dahin unberiihrten Erbsen nur geriihrt bzw. eine stoBende Bewegung 
gemacht wurde, doch lieB sich eine geringe Verletzung der Erbsen dann 
nicht ganz vermeiden. bar 
Es ist nicht ganz einfach, eine Erklérung fir die iuBerst grobe Resi- 
stenz von Sporen in solchen Rohrchen zu finden. Sicher gelten ahnliche Ur- 
sachen wie bei der wohlbekannten. Schwierigkeit, Bodenproben zu sterili- 
sieren. Man vergleiche z.B, auch Angaben tiber die erstaunliche Resistenz 
der Sporen von Bac. mesentericus®, ebenso iiber die Resistenz von Sporen 
in Kreide®, Ein Abtétungsversuch mit Sporen von Bac. mesentericus sei hier 
aufgefiihrt, da er im” 7Zusammenhang mit der vorliegenden Untersuchung 
interessante Hinweise gibt (Tab. III). 
Der Versuch in Tabelle III zeigt, da8 das Klarbleiben von Rohreken nach 
der Sterilisation kein Beweis fiir unbedingte Sterilitét ist (Karotten! ). Das 
-Anwachsen der Sporen ist vom px und auBerdem von Faktoren der Nahr- 
stoffwirkung abhingig. Vor allem dieser Umstand kann auch eine Erklarung 
fiir die starke Entwicklung erst nach dem ZerstoRen geben, indem durch das 
ZerstoBen ein Freiwerden und stirkere Anreicherung der Fliissigkeit mit not- 


4 Es sei hier an das Sterilbleiben von Weckglisern erinnert, das zweitel- 
“Jog nicht durch vollige Abtétung der am Gemiise sitzenden Bakteriensporen 

- pedingt sein kann. . : 

5 G. KosrKa, Praktische Anleitung zur Kultur der Mikroorganismen, 
Stuttgart 1924. 

6 R. Meyer, diese Zeitschrift. 13, 250 (1943) 
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wendigen Stoffen erfolgt. Es sei darauf hingewiesen, dafS Bohnenauszug- 
wasser erst nach Zugabe von Traubenzucker und Pepton ein optimales Nahr- 
medium wird (Rezept bei ScuanpeRL). Inwieweit eine geringe Verschiebung 
des pu-Wertes, die beim Zerstofen von Erbsen beobachtet wurde, von Bedeutung 
ist, war nichtexperimentellzuerfassen. Der Versuch in Tabelle III zeigt weiter, 
daB die benutzten Sporen von Bac. mesentericus sehr gut eine Behandlung 
von 23 Min. bei 1 atii im Autoklaven iiberstanden, ausgenommen in saurem— 
Milieu, wobei freie Sdure scheinbar schlechter vertragen wurde als gleiches 
pu mit Phosphatpuffer. Selbst bei 1,5 atii ist keine unbedingte Abtotung er- 
reicht und es zeigt sich dabei, da Anwesenheit von Pflanzenmaterial eine 
die Abtétung verzégernde Wirkung bei Bac. mesentericus hat. 

Nimmt man dazu noch als gegeben an, da dhnlich wie Marcus? das Vor- 
kommen von Pilzen in und bis unter die Samenschale zeigen konnte, sich — 
tatsichlich dort auch Bakterien befinden kénnen, gegebenenfalls in gewissen 
Fallen auch interzellular (vgl. hierzu auch die vorausgehende Arbeit von 
Buroik 8), so 1aBt sich auch daraus eine erhéhte Unempfindlichkeit gegeniiber — 
dem SterilisationsprozeB erkliren (pH-Schutz, geringe Benetzbarkeit der Samen, 
mehr oder weniger ,,wasserfreies“ Milieu u. a.). 


Tabelle III. Resistenz der Sporen von Bac. mesentericus 
bei verschiedenen Bedingungen. Je 10 Parallelen, Wachstum in °/o. 


a b c ; d 


Nr. Seabee ae gr Ar 1 < Dampftopf 1x Autokl. 1 x Autokl. 3 x Autokl. 
; 2 Std. 23' 1 atii 20' 1,5 atii 20’ 1,5 ati 
1 || Pufferlésung 100***) 100 40 0 
Py 7,3*) 
desgl. pr 5,8 100 80 0s 
3 || H,O + Schwefel- 100 30 
siure py 5,8 
4 || HO + Erbsen, 100 100 100 0 
Pu 6,8—7,0 Dei 
5 || wie vorber aber 100 60 0 0 
mit Karotten 
Pu 6,0**) 


*) Phosphatpuffer. 


iy) 


Erbsen bzw. Karotten vorher im Autoklaven 5 >< bei 1,5 atii sterili- 


siert, dann 2 ccm Sporenaufschwemmung zugesetzt. 


ang) 


Auswertung immer nach Abimpfung in Fleischwasserbouillon. Bei 
4. war aber das Wachstum auch direkt sichtbar. 


: 
Damit ist gezeigt, da neben den Fehlerquellen der Manipulation ; 
die von STUHRK angewandte Form der Sterilisation der Samen keine ~ 
Gewihr dafiir gibt, daB sich nicht vor dem ZerstoBen bereits noch voll- : 
| : 


7 O. Marous, diese Zeitschrift 13, 1 (1942)), 
® E. Burcik, diese Zeitschrift, vorausgehende Arbeit! Bd. 14, Seite 309, 1949, _ 
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kommen entwicklungsfihige Sporen in den Rohrchen befanden. Es be- 
steht demnach zumindest unter Zugrundelegung der Sriiurxschen Er- 
gebnisse keine Notwendigkeit, die Herkunft der nach dem ZerstoRen 
von Samen (und in vorliegendem Fall auch Pflanzengewebe) beobach- 
teten Bakterien anders anzunehmen als bedingt durch Sporen, die die 


Sterilisation voll entwicklungsfihig iiberstehen und solcher, die durch 
die elektiv wirkende Manipulation eingebracht werden. Um im voraus. 


dem Einwand entgegenzutreten, daB durch die mehrfache Sterilisation 
im Autoklaven die ,,Plasmasymbionten abgetétet seien, ist es not- 
wendig festzustellen, daf eine solche Herkunft der sporenbildenden 


Bakterien auf Grund der Sriurxschen Versuchsanordnung iiberhaupt: 


auBerhalb jeder Diskussion bleiben muB, da sich mit dieser Methodik 
in keinem Falle Angaben tiber den genauen Mikrostandort der Keime 


tmachen lassen. Eine solche Folgerung kann nur das Ergebnis einer 


bloBen Konstruktion sein. 


Zusammenfassung. 


Kine Nachpriifung und weitere Ausfiihrung der von ScuanpeErt als 
eine Hauptstiitze fiir seine Symbiontentheorie herangezogenen Stiurx- 
schen Versuche ergab, dab keine Notwendigkeit dafiir besteht, die Her- 
kunft der beobachteten sporenbildenden Bakterien anders anzunehmen 
als bedingt durch das Vorhandensein von die Sterilisation vollkommen 
entwicklungsfahig tiberstehenden sehr resistenten Sporen und solchen, 
die durch die elektiv wirkende Manipulation des ZerstoBens eingebracht 
werden. 


a 


e 
s 


‘ 
ye 
we 


(Aus dem Institut fiir Mikrobiologie der Universitat Gottingen) 


Untersuchungen zur 
Stammfrage bei Azotobacter chroococcum Beij.* 


Von 


, WILHEe K, FIscHer. 
; Mit 6 Textabbildungen. 


(Eingegangen am 28. November 1947.) 


L Natirliches Vorkommen und Eigenschaften verschiedener Stamme. 


~ Das Vorkommen und die Physiologie, besonders die Stickstoffaneig- 
“nung von Azotobacter wurden eingehend und haufig untersucht, we- 
tiger dagegen die Stammfrage. Es wird jedoch allgemein hervor- 
-gehoben, daf& dieses Bakterium wie kaum ein andéres eine ausge- 
sprochene Variabilitat der Erscheinungen und Leistungen besitzt und 
-aweifellos zahlreiche Varietiiten im Boden vorkommen, iiber deren 
-Vorkommen, Eigenschaften sowie Ursachen ihrer Entstehung wir noch 
~kaum unterrichtet sind. Da weiterhin die bisherigen physiologischen 
Untersuchungen zumeist nur mit einem oder hdchstens einigen Stam- 
-men, bei den einzelnen Untersuchern fast immer verschiedener Her. 
Pecyntt, durchgefiihrt: wurden, so erscheint es méglich, da% bisherige 
‘sich weidersprochendé Ergebnisse allein auf die Nichthéachtune von 
Stammunterschieden! zuriickzufiihren sind. _Nachdem auch Hinweise 
fiir eine experimentelle Beeinflussung der Eigenschaften von Azoto- 
-bacter vorliegen, ist die Klarung der morphologischen und physio- 
—logischen Stammunterschiede (Ripret 4) dringend notwendig. 

Aus zahlreichen Untersuchungen ergibt sich, dai die ether acu der 
_Arten Azotobacter chroococcum, A. agilis, A. vinelandii und A. Beijerinckii 
ihre Berechtigung hat. Sie unterscheiden sich durch ihre verschiedenen natiir- 
‘lichen Fundorte (Brwertnck (1), Lipwany, Lounts und WesTeRMANN, YAMAGATO 

und Ivano), in ihren morphologischen ‘und physiologischen EHigenschaften 
_(Brewerinck (1,2), Lipmann, Losyis und Westermann, Srapp. und Ruscumany, 
' Tompson, MOLER, PRAZMOWSKI ua.) und serologisch (Eserr und Rupet). Es 
soll hier nicht weiter auf die Einzelheiten der Abgrenzung der Arten einge- 
-gangen werden. Eine Zusammenstellung findet sich bei WaKsMAN, ebenso hei 
-Bercey, wobei jedoch der dort vorgenommenen Zusammenziehung der 


+ * -Auszug. ‘aus der Dissertation der Mathematisch-Naturwissenschaft- 
lichen Fakultit der Universitit Gottingen: W. K. FiscHER (1946) : , Beitrage 
zur Kenntnis der Biologie von Azotobacter chroococcum Beij.“ Die aus- _ 
fiihrlichen Zahlenergebnisse sind dort zu finden. Siehe auch Rrppet-BaLpes 


und FIscuer.’ ’ 
1 Wie weit hierbei verschiedene Rassen aufzestellt werden kénnten, sei 


hier nicht weiter untersucht. 
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Arten A, agilis und A. vinelandii gegeniiber Bedenken bestehen (vgl. KLUYVER © 
und VAN REENEN und Kivyver und y. DEN Bout). Gleiche Gesichtspunkte fiir 
die Berechtigung der Artabgrenzung ergeben sich auch aus den folgenden 
eigenen Untersuchungen. an 
Bei der weiten Verbreitung von Azotobacter chroococcum Beij. in 
sehr vielen Kulturbéden hat die Frage nach den Eigenschaften und _ 
der Varietiitenbildung besonderes Interesse. Es finden sich zahlreiche— 
Literaturhinweise, da® 1. unterschiedliche Bodenrassen dieser Art vor- 
kommen, die sich in ihren morphologischen und mehr noch physio- _ 
logischen Eigenschaften unterscheiden, 2. dkologische Faktoren die 
Eigenschaften von Stimmen bedingen kénnen, daB sppntane Stamm-_ 
umwandlung beobachtet wurde und experimentelle Bedingungen dic 
Stimme in ihren Eigenschaften andern kénnen. a | 
So fanden Stapp und Ruscumany die Unterschiede zwischen A. chroo- 
coccum-Stimmen nur gradueller Natur in verschiedener Kolonie-, 
Schleim-, Farbstoffbildung, Reservestoffablagerung 
und uhnlichem. om 
, Beziiglich der Stickstoffbindung wurde sehr haufig auf die unterschied- 
liche Leistungsfihigkeit verschiedener Stimme hingewiesen und es entstand 
geradezu der Begriff des ,,guten‘ oder ,,schlechten Stickstoffbinders“*. Krze 
MIENIEWSKI fand, dab A. chroococcum je nach seiner Herkunft und Erndhrungs- — 
weise physiologische Rassen bildet, die eine verschiedene Fahigkeit zur 
Stickstoffbindung besitzen. Er fand die ungleich den Stickstoff fixierenden — 
Rassen konstant. Auch PRAzMowski fand ihnliches. Bei Priifung von Energie- 
quellen fand Gainey (2) das Stickstoffbindungsvermégen der einzelnen 
Stimme auferordentlich unterschiedlich, und der Stickstoffgewinn war 
in weiten Grenzen schwankend. Bei ScuRoepEeR zeigte ein seit mehreren 
Jahren auf kiinstlichem Nihrboden weitergeziichteter Stamm kein Stickstoff- 
bindungsvermégen mehr, ein frisch. geziichteter ebenfalls kaum Stickstoff- 
bindung, Nach Borres (2) sind die Unterschiede in der absoluten Héhe der 
Stickstoffbindung bei den verschiedenen Stimmen viel gré®er als die 
Schwankungen im Verhiltnis der Vanadium- zur Molybdinwirkung, Wrno- 
GRADSKY (3) fand nicht eine wirkliche Vergleichseinheit fiir ein quantitative 
Verhiltnis zwischen den verbrauchten Substanzen und der Stickstoffixation 
weil die Ergebnisse stark von den veriinderlichen Experimentalbedingunge 
und dem Charakter der benutzten Stiimme abhingen. Kiuyver und vAN 
REENEN bemerken bei Untersuchungen iiber Azotobacter agilis, daB ,,di 
vielen in unserem Laboratorium allmihlich aufgefundenen Varietiiten vo 
A chroococcum unberiicksichtigt blieben.“ Nach ScueLoumova steigt die Ein- 
wirkung von Azotobacter auf den Ertrag der landwirtschaftlichen Nutz 
pflanzen bei Anwendung im Azotogen (Priparat aus zerkleinerter Torfmass 
und reiner Azotobacterkultur) mit seiner stickstoffixierenden Fihigkeit, 
Gutes Wachstum auf Kartoffel wurde nur fiir einige Stimme gefunden 
(Lountis und Hanzawa), ebenso verschiedenes Verhalten gegentiber unter- 
schiedlichen Salzkonzentrationen (Srapp und RuscuMann Knurxer 
und Keprne, Korie). 3 
ot} % 
* Solche Feststellungen ilterer Arbeiten, in denen durch unteroptimale 
Kulturbedingungen z.'T, nur recht geringe Gesamt-Stickstoffgewinne erzielt 
wurden, kénnen jedoch in dieser Hinsicht kaum mehr als beweisend ange- 
sehen werden, ; ; Be 
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Verschiedenes Verhalten gegeniiber dem pu-Wert wurde Ofters fest- 
gestellt. So sind nach Starr und Ruscumann Stémme verschiedener Herkuntt 
verschieden disponiert, was nach diesen Autoren fiir das Vorhandensein ver- 
schiedener an bestimmte Reaktionen angepabter bodenstandiger Rassen 
spriche. In gleicher Richtung liegen auch Beobachtungen von Wenzu (1), 
ferner von JANKE und Mitarbeitern (1, 2), Feuer, J. K. Winson und B.D. WILson, 
die auch in extrem sauren Béden Azotobacter fanden, wo dieses Bakterium 

sonst nicht vorkommt, endlich von Atrsoy, der in malaiischen Quarzitbdden 
Azotobacter mit einer mehrere Wochen betragenden Inkubationszeit fest- 
stellte, welcher sehr sduretolerant ist, bis pu 3,6 wichst, durch CaCOs ge- 
hemmt wird, schlecht Mannit, am besten Starke verarbeitet. 


Auch das Temperaturoptimum scheint bei verschiedenen Staémmen 
unterschiedlich zu sein, indem nach Greene Azotobacterstamme aus Arizona- 
biden im Vergleich zu solchen aus gemifigten Breiten besonders bei hoherer 
Temperatur mehr Stickstoff assimilieren, Duar gibt das Temperaturoptimum 
- fiir Azotobacter-Stimme aus den Tropen zu 35°C, gegeniiber 28° fiir solche 
aus gemiBigten Breiten an. 

Offenbar haben verschiedene Stiimme auch ein unterschiedliches Wahl- 
vermoégen gegentiber Kohlenstoffquellen, Zweifellos sind Widerspriiche 
‘in den Angaben z.T. durch unterschiedliche Bedingungen der Kultur und 
der Zusammensetzung des Nihrsubstrates bedingt, andererseits sicher aber 
auch durch die Benutzung verschiedener Stémme. WINOGRADSKY (5) teilt auf 
Grund der Bevorzugung bestimmter’ Kohlenstoffquellen, bei Priifung 7 ver- 
schiedener, darunter Athylalkohol und Natriumbenzoat, auf dessen Verwert- 
 harkeit dieser Autor zuerst hinwies, Azotobacter in 4 Gruppen ein (6, 4). Bei 

Priifung von 4 Stémmen gegentiber Benzoat durch GuITTONNEAU und 
CHEVALIER (2) verarbeiteten nur 2 das Benzoat, was, wie spiter gezeigt wird, 
womébglich auch auf die Konzentrationsverhiltnisse zuriickzufiihren ist. Noch 
bezeichnender fiir das feine Wahlvermégen verschiedener Stamme ist das 
unterschiedliche Verhalten gegeniiber Para-, Ortho- und Metaoxybenzoat. 
Auch iiber das Vorkommen von Stimmen im Boden, die keinen Mannit, aber 
“Rohrzucker, Dextrin und Stirke verarbeiten (Swrn), und itiber die Ab- 
hingigkeit der Hiiufigkeit des Vorkommens von Stiimmen, die salicylsaures 
- Natrium als Kohlenstoffquelle verarbeiten, von der Bodenfruchtbarkeit, 
svurde berichtet (GuirronneAU. und CHEVALIER 1). R. Nizsson zeigte, dab auf 
Glykose geziichteter Azotobacter kein auf Mannit eingestelltes Enzymsystem 
besitzt, dieses bei Ziichtung darauf sich aber bald einstellt. 


~ Auch im Verhalten einzelner Stimme gegeniiber gebundenem Stick- 
stoff zeigen sich deutliche Unterschiede, wie z. B. Gainey (3) bei Priifung 
yon 65 Reinkulturen gegentiber Nitratstickstoff unterschiedliche Empfindlich- 


keit fand, Garvey spricht von toxischer Wirkung des NOs-Ions auf Rein- 
Doren pe Jone fand bei 5°%/o 


kulturen. Harnstoff wirkte nicht giftig. DEN 
KNOs Hemmung des Wachstums aller Stamme, 39/y lieB bei wenigen Stammen 
“Wachstum zu, 2°/o, 1% und 0,5 %/o lieBen einen Teil der Stimme gut wachsen, 
“hemmten aber andere. Héohere Konzentrationen von q@-Alanin wurden 
weniger gut vertragen. Einige Stimme vertrugen nicht mehr als 0,2°/o, bei 
anderen lag die Grenze dagegen bei 0,5°/o. 

Mehrfach wurde eine spontane Anderung in der Farbstoffbildung 
~ heobachtet. (Siehe u.a. PRAZMOWSKI, Brewertnck, Lounis und WESTERMANN, 


‘OMELIANSKI und SewerowA, Rippet und Lupwie und Ripert 1). 
24* 
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Durch Einwirkung von hohen Gaben von gebundenem Stickstoff konn 
pen DooreN DE Jone deutliche Verinderungen der Form erzielen, die 
jedoch sofort bei Uberimpfung auf normale Nahrmedien verschwanden, Di 
Stickstoffbindungsfihigkeit hatte dabei nicht gelitten. Bei Ziichtung in 
fiiissigen Nihrmedien mit hohen Gaben an gebundenem Stickstoff tierische 
Herkunft (Pepton und Fleischwasser) konnte er auch bleibende Anderunge: 
der Form feststellen, einmal sogar auch Verlust der Stickstoffbin~ 
dungsfihigkeit, die jedoch durch Ausstrich auf normalen Medien wieder 
regeneriert werden konnte, indem einzelne Kolonien die Fahigkeit wieder- 
sewannen, den Luftstickstoff zu binden, Rusenrscuik und Roysiy isolierte 
zwei Stiimme, die durch eine Reihe von Passagen auf Medien mit steigenden 
Mengen an Stickstoff (Pepton, Kaliumnitrat, Ammoniumsulfat) an die Ent- 
wicklung in Gegenwart von hohen Stickstoffkonzentrationen gewéhnt werde 
konnten. Diese Stimme verloren dann im weiteren die Fahigkeit, den freie 
Stickstoff zu fixieren. (Siehe hierzu auch Abschnitt I, 2). 

Miscuustin und BacuarsewA sehen die Bodenaziditat als den be 
stimmenden Faktor fiir das Erscheinen von inaktivem Azotobacter i 
Boden an. Eine aktive Azotobacterrasse, in angesiuerte bzw. natiirlich saure- 
Béden gebracht (pu 4,0—5,0), verliert nach diesen Autoren schon nach kurzer 
Zeit die Fihigkeit, auf gew6hnlichen Gelnihrbéden zu wachsen. Solche Stimm 
hatten dann stark verminderte Fihigkeit, den gasférmigen Stickstoff z 
fixieren. Sie bildeten jedoch Kolonien auf Bodenplaittchen und auf Nahr 
béden mit Stickstoffverbindungen, und bei lingerer Kultur auf normale 
mannithaltigen Nihrbéden wird die stickstoffixierende Fihigkeit wiede 
hergestellt. Diese Angaben sind auch von besonderer Bedeutung im Zu- 
sammenhang mit Angaben tiber das Vorkommen von daot bacier aan 
Mikroorganismen, die auf stickstoffreien mannithaltigen N&ihrbéden keine 
Entwicklung zeigen, jedoch auf Fleischwasser- und Peptonagar mit Mannit 
oder Glykose wachsen (Dianowa und WoroscuILowa). ; 

Durch Bestrahlung von Einzell-Kulturen mit Radiumemanation er- 
hielten STERN und Susukina neue Rassen, die sich kulturell, morphologisch 
und physiologisch von der Ausgangsrasse unterschieden und erhéhte Fihig- 
keit zur Stickstoffixation zeigten, die sie auch bei Einbringen in Torf (Azo- 
togen) behielten und die bis dahin 3'/2 Monate konstant geblieben war. 


1. Gewinnung und Vorkommen von Azotobacter-Stdémmen. 


Es wurden im Laufe eines Jahres (1943/44) von 60 verschiedenen 
Entnahmestellen 81 Bodenproben untersucht und zwar von 37 Orten 
mit 55 Proben in Siidhannover in der Umgebung von Géttingen und 
yon 23 Orten mit 26 Proben im Gebiet um Weilburg (Oberlahnkreis) 
Das Versuchsfeld des Institutes fiir Mikrobiologie in Géttingen fand 
besonders hiufige und eingehende Beriicksichtigung. 

_ Aus den Bodenproben wurden mit Hilfe einer nach Curte (vergl. weiter 
dazu die Arbeiten von Wivocrapsky 2, 3, 4 und die zahlreichen modifizierten 
Bodenplatten-Methoden, Literatur bei Rippei. 4) modifizierten Bodenstaub- 
Agarplatten-Methode durch Aufstreuen von Bodenpartikelehen durch eim 
Fliegendrahtnetz und die folgenden iiblichen Manipulationen der Rein- 
ee schlieBlich Reinkulturen gewonnen und fiir weitere Untersuchungen 
venutzt. 

Dabei wurde besonders nach Stiimmen mit unterschiedlichen Eigen- 

schaften gesucht. Die Auswahl der Entnahmestellen (Béden von ver- 
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“schiedener geologischer Grundformation, Natur- und Kulturbéden, ver- 

schiedenes pu u.a.) und die Methodik der Elektivkultur erfoigte unter 
dem Gesichtspunkt, gegebenenfalls Zusammenhiinge zwischen den 
Stammeigenschaften und der Herkunft oder auch der Art der Ge- 
winnung aufzufinden. 

Folgender Na&hrboden fand Verwendung: (Ripert 2) K,HPO, 0,1°%e, 
Ca CO, 0,10, MgSO, 0,05°%o, FeSO,.7 H,0 10 mg/%/o, Na,Mo0,.2 H,0 0,5 mg/*/o, 
Mannit 2%, Agar 1,2 %o. In der Folge immer kurz als Normalagar bezeichnet, 
chne Agar als Normallésung, entsprechend mit Glykose anstelle von Mannit 
als Normal-Glykose-Agar. : 

Die Bodenstaub-Agarplattenmethode zeigte im Vergleich zur Nachweis- 
Kultur in Beijerinckscher Elektivlésung mit Zusatz von 0,025 °/o Na,MoO, 
(vergl, DEN DoorEN DE Jone, weiter BorTELS 1 ebenso VAN Nix) 31,57°/o mehr 
Bodenproben Azotobacter — positiv an, wobei es sich gerade um Béden mit 
zweifelhaftem und nur schwachem Vorkommen handelte. 

Von den 60 (81) Entnahmestellen waren nur 18 (25) positiv, da 
bewuBt Ortlichkeiten beriicksichtigt wurden, an denen normalerweise 
Azotobacter nicht hiiufig ist, aber vielleicht Stimme mit besonderen 
Eigenschaften bzw. Anpassungen erwartet werden konnten. Von 10 
Garten- und Ackerbéden waren alle 10 Azotobacter-positiv, von 47 
unbearbeiteten Naturbédden (Wald, Wiese, Feldwege) waren nur 6 
positiv, die aber stets neben Orten mit starkem Azotobacter-Vor- 
kommen lagen. Zwei ungew6hnlichere Fundorte waren eine rings von 
gepflasterter StraBe umgebene Baumscheibe und Bachschlamm. 

Das pualler positiven Kulturbéden lag zwischen 6,4 und 5,6 im Wasser- 
auszug und 6,2 und 4,6 im KCl-Auszug, das der negativen Naturbéden. 
zwischen 3,9 und 5,7 im Wasserauszug und 3,7 und 5,2 im KCl-Auszug 
Das Vorkommen von Azotobacter ist demnach bei Gegeniiberstellung 
von Kultur- und Naturbéden im Wasserauszug scharf begrenzt (5,7 : 5,6), 
wiihrend sich die px-Grenzen im KCl-Auszug itiberschneiden (4,6 : 5,2). 
Das scheint dafiir zu sprechen, da® fiir das Vorkommen von Azoto- 
bacter in erster Linie die aktuelle Aziditit der begrenzende Faktor ist. 
Ein deutlicher Einflu8 des pu zeigte sich bei drei untersuchten Kompost- 
proben. Wihrend zwei mit pu 6,4 und 5,8 (KCI 6,0 und 5,1) positiv 
waren, zeigte sich die andere mit pu 5,0 (KCI 3,9) negativ. Aus solchen 
Ergebnissen lassen sich keine neuen Gesichtspunkte fiir das Vor- 
kommen von Azotobacter ableiten .(vgl. Niemeyer, Garvey 1, WENZL 
i, 2, 3, Krause, jedoch Janxe und Mitarbeiter, Finér, Witson und 
Wirson). 

Es wurden schlieBlich 57 Reinkulturen der aus den verschiedenen 
Bodenproben gewonnenen Stiimme benutzt, darunter ein A. vinelandii 
und ein A. Beijerinckii. Dazu kamen 13 Stiimme von A. chroococcum 
aus osteuropiischen, Béden bis zur Ukraine, die von anderer Seite 
zur Verfiigung gestellt worden waren. 

Das Ziel dieser Arbeit, Aufklirung tiber Stammunterschiede zu bekommen, 
-konnte zweifellos nur mit unbedingten Reinkulturen erreicht werden, da Be- 


8 Die Zahl in Klammern bedeutet die Zahl der Bodenproben. 
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chachtungen zeigten, da durch Verunreinigungen nicht nur die Kolonie- 
bildung und Morphologie der Zellen, sondern auch physiologische Eigen- 
schaften vorgetiuseht werden, die in Reinkulturen nicht vorhanden sind. 
Die Stimme wurden deshalb regelmiBig mit den tiblichen Methoden der 
Keinheitspriifung (mikroskopisch, Impfen in Peptonbouillon und auf Bouillon- 
agar )mit duBerster Sorgfalt auf Reinheit gepriift. ‘ : j 
AuBerdem wurde gefunden, da sich Normallésung mit 0,5—2,0%/o 
Natriumoxalat anstelle von Mannit dazu eignet, in scheinbaren Rein- 
kulturen bestimmte Spezies (wahrscheinlich Proaktinomyceten oder Myco— 
bakterien) nach 10-wéchiger und langerer Kulturdauer nachzuweisen, die 
anders nur sehr schwer zu erfassen sind. Azotobacter stirbt in Oxalsdure 
ab, wiihrend die vorgenannten Keime dagegen resistent sind. Die gleichen | 
Spezies lassen sich auf demselben Wege auch aus Boden anreichern. Dale 
muB vorerst noch offengelassen werden, ob Oxalsdiure von vorgenannten 
Keimen nicht sogar verarbeitet wird; es liegen gewisse Hinweise dafiir vor. 
2. Makro- und mikroskopische Merkmale der Stdmme. : 


Es ist eine wohlbekannte Erscheinung, da® selbst aus Einzellkulturen 
hervorgegangene Stiimme von A. chroococcum eine bedeutende Varia- 
tionsbreite zeigen und eine einwandfreie Abgrenzung verschiedener 
Stimme gegeneinander nach Kolonie- und Zellmerkmalen, die als: 
stammcharakteristisch zu gelten haben, sehr schwierig ist. ‘ 

Die folgende Beurteilung wurde auf Grund einer bis zu zweijihrigen” 
Beobachtung und in regelmabigen Abstinden und Wiederholungen nach ganz 
bestimmtem Schema vorgenommenen Protokollierungen der jeweils auch 
unter verdnderten Kulturbedingungen gefundenen Merkmale gewonnen, um 
eine rein subjektive Beurteilung nur eines Kulturansatzes auszuschalten. So 
“konnten auf variationsstatistischem Wege fiir die einzelnen Stiimme be- 
stimmte kennzeichnende Eigenschaften festgelegt werden, Das trifft vor 
allem auch fiir die in Tabelle I in v. H. aller protokollierten Kontrollen 
angegebenen Hiufigkeitsgrade des dunklen bzw. hellen Farbtypus zu. 

Es sei hier nur zusammenfassend kurz gesagt, da® sich einige 
Stamme rein subjektiv schon deutlich abgrenzen lieBen, vor allem die 
beiden anderen Azotobacter-Arten, A. vinelandii und A. Beijerinckii, die 
in allen Fallen selbst von den am weitesten variierenden 4. chroococcum-. 
Stammen deutlich verschieden gefunden wurden. Doch traten auch ver- 
schiedene A. chroococcum-Stimme mit auffallenderen Merkmalen hervor, 
u.a. Stamm G und Stamm IB, die in den folgenden Untersuchungen. 
darum auch besondere Beachtung-finden (vgl. Abb. pea Bs ; 

Kolonieunterschiede waren meist nur durch die unterschiedliche 
Schnelligkeit des Wachstums der einzelnen Stiimme bedingt. Die Form 
war entweder mehr flach und schnell trocken werdend oder gewolbt 
und spiter zerflieBend, was auch in Zusammenhang mit der verschie- 
denen Schleimbildung der Stimme stand. Unterschiede in der Zell- 
gréfe der einzelnen Stiimme waren vorhanden, jedoch nicht sehr auf- 
fillig und wurden erst durch gleichzeitige Zusammenhinge mit der 
Zellform und dem  strukturell-mikroskopischen Aussehen deutlicher. 
Zwei deutliche Typen herrschten vor: Stimme mit einer Tendenz zu 
rundlichen bis ovalen, meist etwas gréBeren Zellen, und solche mit 
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kleineren schlanken und mehr stiibchenf$rmigen Zellformen. Da- 
zwischen lagen gewisse Uberginge und mehr oder weniger zu charak- 
terisierende weitere Typen. Beweglich waren, im Gegensatz zu dem 
erstgenannten Typus, fast ausschlieBlich Stimme vom schlanken Zeli- 
typus und zwar mit groBer Aktivitiit und hohem Prozentsatz der Zellen. 

Die Fahigkeit zur Bildung des bekannten dunklen Farbstoffes war 
bei den einzelnen Stiimmen sehr verschieden, wobei sowohl der Farh- 
_ton, als auch die Farbtiefe getrennt beriicksichtigt werden miissen (zu- 
sammen in der Folge kurz als Farbtypus bezeichnet). Die Farbtiefe 
wechselte bei Anderung der Kulturfaktoren zuerst, viel weniger und 
erst in zweiter Linie der Farbton und damit auch der Farbtypus, der 
fiir die einzelnen Stémme sehr charakteristisch ist (z. B. braun-marmo- 
riert, rot- bis braunocker, ruBigschwarz). 


3. Die Stickstoffbindungsfihigkeit der Stdmme. 


Fiir die Priifung der Stickstoffbindungsfihigkeit aller 70 Stdmme 
muBte eine optimale Anordnung gefunden werden. Sie war im wesent- 
lichen durch die bereits von Rirrer (2) benutzte Normallésung mit 
0,1°% Agar gegeben, worin innerhalb 2—3 Tagen ein Wachstum er- 
moglicht wird, das fast die Grenze des maximal erreichbaren darstellt 
und damit einen Vergleich mit giinstigen natiirlichen Verhaltnissen am 
chesten zulabt. 

50cem Normallésung mit 0,1°/o Agar in 250er Erlenmeyerkolben aus 
Jenaer 20er Glas 1/4Stunde im Autoklav bei 120°C sterilisiert. Wahrend 
des Abkiihlens wurde bei etwa 45°C mehrfach umgeschiittelt, um eine bessere 
Verteilung des gelierenden Agars zu erreichen (RipreL 2, 3). Geimpft wurde 
{ Stunde nach dem Sterilisieren von Normalagarkultur soviel Bakterien- 
material, wie an der Spitze einer Platinnadel haftet. Bebriitung bei 30°C, 
Stickstoffbestimmung nach Ksetpany. Vor der Verarbeitung wurden die 
Kulturen auf Reinheit gepriift. Es wurden immer fiir jede Priifung zwei bis 
mehrere Parallelen angesetzt. Alle N-Zahlen beziehen sich auf Menge der 
gebotenen C-Quelle, soweit das spater nicht anders angegeben ist. Bei 
lingerer Kulturdauer ist jedoch die C-Quelle restlos verbraucht, der Wert 
also = verarbeiteter C-Quelle. 

In zahlreich wiederholten Priifungen ergab sich nun tiberraschend, 
daB sich die Stimme keineswegs grundsitzlich und bedeutend in ihrer 
qnaximalen Stickstoffbindungsfihigkeit je 1g Mannit unterscheiden, 
sondern die Stickstoffgewinne nach 7 Tagen Wachstum liegen durch- 
weg auf gleicher Hohe innerhalb einer Spanne zwischen 16,5 bis 19,5 mg 
Stickstoff je 1g Mannit, was einer maximalen Schwankung von+ 1,5 mg 
um einen Mittelwert von 18mg entspricht und vorher bereits in aus- 
eedehnten Vorversuchen als durch die AuSenfaktoren bedingte normal 
zu erwartende Abweichung innerhalb von Parallelen gefunden worden 
war. Der Mittelwert von 68 Stimmen# ist 17,76 mgN/g Mannit. 


4 Zwei der 70 untersuchten Stiimme kénnen hier infolge ihrer Vorkultur 
auf stickstoffhaltigem Nihrboden nicht ohne weiteres beriicksichtigt werden, 
wie sich spiiter ergab. Vgl. Abschnitt H, 2. 
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Allein ein Stamm (4—S) fallt mit einem maximalen Wert von 13 mg N 
etwas aus der Reihe, und auch in weiteren Priifungen konnte keine hohere 
Stickstoffbindung fiir diesen Stamm gefunden werden. Er nimmt auch in 
seinen morphologischen Eigenschaften und in seinem Verhalten gegeniiber 
verschiedenen Kohlenstoffquellen (siehe nachher) eine gewisse Sonder-| 
stellung ein. . 


Abb. 1. A. ehroococcum, Stamm G, Abb. 2. A. chroococcum, Stamm IB, 
mit hoher Anfangsintensitiit. mit geringer Antangsintensitat. 


Abb, 3. A. vinelandii, Stamm K Gy, 
mit hoher Anfangsintensitat. 


Alle 4 Stiimme nach 2 T. 
bedingungen und 


Abb. 4, A. Betjerinckii, Stamm Kz, 
mit geringer Anfangsintensitiit. 


agen Wachstum bei vollkommen iibereinstimmenden Kultur- 
gleicher Praparation aufgenommen. Vergr. 640 fach. 


; 


Von besonderem Interesse sind nun die Ergebnisse der Stickstoff- 
hindung der Stiéimme nach 2 Tagen Wachstum. Es ergab sich, dab 
sich die Stiémme sehr deutlich in der Anfangsintensitit 
ihres Wachstums und damit der Stickstoffbindung unterscheiden (in 
der Folge immer nur kurz Anfangsintensitit genannt). Die Stickstoff- 


iin ih lenatied 


4 Lae famtee ey 


re 


Untersuchungen zur Stammfrage bei Azotobacter chroococcum Bei}. 361 


-bindung der Stimme nach 2 Tagen bewegt sich bei vorgenannter Test- 
anordnung zwischen Werten von 0,34 mg N (Stamm 2T) und 14,15 mg N 
(Stamm G). Manche Stiimme haben also nach 2 Tagen praktisch noch 
keinen Stickstoff gebunden, wihrend andere sich bereits dem maximal 
erreichbaren Wert nahern. Das ausgedehnte Zahlenmaterial kann hier 
nicht ausfiihrlich gebracht werden. Beispiele fiir einige Stiémme finden 
sich in Tabelle I]. Aus den Abbildungen 1—4 ist objektiv die ver- 
schiedene Anfangsintensitat ersichtlich. 

Die Eigenschaften der Stiimme blieben wihrend eines Zeitraumes 
von iiber zwei Jahren in zahlreichen Priifungen véllig konstant®. 


4. Die Variationskurve der Eigenschaft der Anfangsintensitdt 

der Stickstoffbindung. 

Um zu sehen, wie sich die vorgenannten 68 Stamme hinsichtlich 
ihrer Anfangsintensitét zahlenma&big verteilen, wurden sie in 8 Gruppen 
yon je 2mg-N-Spanne eingeordnet (Abb. 5; siehe auch Tab. I fiir 
66 Stimme). Aus Abb. 5 er- 


: : ane 17 
gibt sich die iiberraschende 


Tatsache, daf die Kurve nicht, S 
eingipflig ist, wie man sie # 
als normale Variationskurve 
hiitte erwarten kénnen, son- 7 
dern ausgesprochen zwei- 7% 
gipflig. Das ist nicht nur bei.” 
Beriicksichtigung aller Stam- SY 
me der Fall (Kurve I), son- © 

dern auch, wenn alle Stiimme 8S 

ausgeschieden werden, die S 


auf Grund gleicher Herkuntt 
und gleicher Eigenschaften 
als identisch anzusehen sind 
(Kurve II). Kurve II ergibt 
sich aus der Bewertung von 
45 verbleibenden Stimmen. 
Sehr interessant ist nun, dab " 
auch Kurve III der 13 Staém- Stickstofigruppen 


me osteuropdéischer Herkunft Abb. 5. Variationskurve der Eigenschaft der Anfangs- 
ebenfalls zweigipflig ist, die intensitat der SHelislon oil euaE bei 68 bee 

itzen d Maxi p Auf der Abszisse ist die Hohe der nach 2tagiger Kultur- 
Eiseeringere Zab derbewer. erie sent dang © alec mas 
teten Stiimme jedoch flacher Se ieetacon: ER ears 


j i 4 i _  __  —Kurve nach Ausscheidung einer Anzahl (23) 
pe Pine shnliche Kune er aus gleichen Bodenproben isolierten und auf Grund ihrer 


gab bereits eine Priifung VON Merkmale sicherlich identischen Stimme. 
Kurve von 13 aus Osteuropa herkommenden 


BS ye Os SCO ees le es) 


7 iamgn7¥ 
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17 zuerst isolierten Stammen.  Stimmen. 


5 Nach iiber dreijahriger kiinstlicher Kultur wurden einige charakteri- 
stische Stimme erneut gepriift und unverdndert gefunden. 
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Die natiirlich im Boden verbreiteten Stimme von A. chroococcum kom- 
men also allgemein in dieser Verteilung vor, und die deutlich zwei- 
gipflige Variatonskurve spricht fiir das Vorkommen von zwei nattir- 


lichen Formenkreisen. 


es 


5. Beziehungen zwischen der Anfangsintensitit 
und anderen Stammerkmalen., 


Beim Vergleich der Anfangsintensitit und den Merkmalen der beiden 
oben erwiihnten morphologischen Gruppen (1. Typus: mehr runde, ab- 
vestumpfte, gréBere Zellen, Bewegungsfihigkeit gering oder fehlend; 
2.Typus: mehr stiibchenférmige, schlanke Zellen mit stairkerer bis 
starker Beweglichkeit) ergab sich, daB der erstgenannte Typus aus- 
schlieBlich zu den Stimmen mit geringer Anfangsintensitat gehdrt, 
withrend die stark beweglichen Stiimme nur in den hohen Stickstoff- 


Tabelle I. Hdufigkeit der Zuordnung der Stimme zum Farbtypus dunkel 

oder hell in v. H. der Ergebnisse der protokollierten Kontrollen und zahlen- 

mipige und prozentuale Verteilung der Stimme auf die N-Gruppen der ver- 
schiedenen Anfangsintensitdt*. 


Dunkel Hell 
1 2 aja] sfoelzfs|o foe “fs )ae) ts) ere 
IA 33/31/94] | | | Tee. |38| 24] 73 | 
IB 33|33/100;} | | | |B@—L| 33| 24) 73 | 
|E—a | 29|29/100] | es | bgeet 
ele 80|29| 97) | | | (eagel | 
4 |4—S | 24/24) 100| 9 | 82} 5 | 83 | } othe a 
T 33 |20| 61 | (Reg se | 
VRS 33s 200 Glan | ) 
aT 812) SIS 6B. | | | 
2T—a |81/22) 71] | | mee 
\5—S | 24/23| 96 ha ee 41) 41 100, 
6—S | 24| 24] 100] || J 141] 35] 85|. | 
/12—§ | 24/20] 88) ~}. | | IVB_ | 33| 33100 
Sk 30/29} 97) | KO | 88| 28} 85] | 
a, | ¢ W—a| 29 | 26) 90| 9 |56| 7/70 | KO—L| 83 | 28] 85] 7 44/38 | 80 
|2W  |31/96| 84| 2KO 31 28 90 | 
2W—a| 31/26} 84] | 2K O—a| 31| 244 77} | 
2BG | 31)27| 87) | | | | 
| 2BG—a| 31/28; 90| | aa 


*) Erklarung der in den einzelnen Spalten verzeichneten Werte: 
Spalte 1 = Stickstoffgruppen, je 2 mg N-Spanne wie in Abb. 5. 


Spalte 2 = Bezeichnung der Stamme. 

Spalte 3 = Zahl der protokollierten Kontrollen. 

Spalte 4 = darunter dunkel bzw, hell. 

Spalte 5 = wie Spalte 4 i. v. H. 

Spalte 6 = Zahl der in die einzelnen N-Gruppen entfallenden Stamme. 


Spalte 7 = Spalte 6 i. v. H. der gesamten Stimme, (hell und dunkel) der N-Gruppe 
Spalte 8 und 9 = wie in Spalte 6 und 7, doch alle iibereinstimmenden Stamme ansgeschiodea 
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Tabelle I. (Fortsetzung.) 


Dunkel 14 Hell 


eee | 3s fa sole | 7 [8 [9 2 Bred: se oer ale see 


“5 |Ko1 | 41/28] 68 


UL i|GW | 80 | 24; 80 | 2 | 40/2) 50) W—Z | 33) 18| 54 | 3 | 60] 2| 50 
| 2—S |24|}20| 83] | | 
2WT—a| 31|23) 74 ; I, 41 | 41 | 100 
V—a | 380/26} 87 H; 36 | 36 | 100 


I—S 24118! -75/ 3 | 201-3 | 88 KP, 41 | 40 | 98/12) 80) 5 | 62 


a0 EH, 1,331.29 |--88 
© ? 30 | 30 | 100 
7 GI 30 | 30 | 100 
6 30 | 30. 100 
9 30 | 30 | 100 
0,04 30 | 30 | 100 
0,1 30 | 30 | 100 
BD 30 | 30 | 100 Ia 33 | 26] 79 
BD—a| 30 | 30| 100 Kol I | 41/28) 68 
—|1—S | 24|23| 96| 6 | 46] 5 | 50|| Kol 28/20! 71| 7|54/ 5/50 
7] | 13—S | 24 | 24/ 100 Ku, | 41/28] 68 
2 17—§  |.24|24/ 100 KF 33 | 29 | 88 
11—S- | 24124) 100 WT | 33/29] 88 


SO 30 | 380/100] 4 ) 80/3) 75 )/3—S 24| 20) 83) 1) 20) 1) 25 


 —1 


gruppen zu finden sind, Das scheint versténdlich, indem starke Be- 
weglichkeit sicher ein Zeichen fiir energische Stoffwechselvorgange ist 
bzw. diese voraussetzt. 
Besonders eingehend mufSte die Farbstoffbildung beriicksichtigt 
werden, die nicht nur ein artcharakteristisches Merkmal ist, sondern 
auch, wie schon vorher erértert wurde, unter Bewertung von Farbtiefe 
und Farbton als stammcharakteristischer Farbtypus auftreten kénnte. 
Um diese Beobachtungen in Beziehung zur Anfangsintensitat der einzelnen 
-StHmme setzen zu kénnen, wurden diese in Tabelle I unter Aufteilung in 
Stimmo mit dunklem und hellem Farbtypus und gleichzeitiger Beriick- 
sichtigung der Zuordnung zu den einzelnen Stickstoffgruppen von je 2 mg N- 
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Spanne wie in Abbildung5 zusammengestellt. Aus der Tabelle ist auch 
gleichzeitig ersichtlich, wie die Bewertung auf Grund von zahlreichen Proto- 
kollierungen gewonnen wurde und wie sich die Stimme, deren Bezeichnung 
aus der 2. Spalte ersichtlich ist, auf die einzelnen Gruppen verteilen. 

Schon bei der Beurteilung der Farbstoffbildung der Stémme in 
einem Ansatz zeigten sich deutliche Zusammenhinge zwischen dem 
Farbtypus und der Anfangsintensitit, indem auffallenderweise Staémme 
yon ausgesprochen dunkler Firbung sowohl in den Gruppen mit 
niedriger als auch in’ Gruppen mit hoher Anfangsintensitét zu finden 
sind. Doch waren innerhalb eines Ansatzes auch immer zahlreiche 
Ausnahmen vorhanden, und erst durch die variationsstatistische Aus- 
wertung der zahlreichen protokollierten Kontrollen zeigten sich die 
Zusammenhiinge deutlich (Tab. I). 

Danach waren von 66 Stimmen® 34 dem Farbtypus dunkel und 382 
dem Farbtypus hell zuzuordnen. Gibt man nun die Zahl der in die 
einzelnen Stickstoffgruppen entfallenden Stimme in v. H. aller in die 
betreffenden Stickstoffgruppen entfallenden dunklen und hellen Stémme 
an (Tab. I, Spalten 6 und 7), so ergibt sich eine Kurve, die fiir die 
Stimme mit dunkler Farbstoffbildung zweigipflig ist (Abb.6). (Die 
nicht besonders gezeichnet 
Kurve der hellen Stéamme 
muf  natiirlich o aire) 


sein, da sie ja eine direkte 
Funktion der vorigen ist.) 
Diese Kurve ist auch zwei- 
gipflig, wenn man die in 
Abb.5 (ausgezogene Kurve) i 
dargestellten Stimme al- 
lein beriicksichtigt, ebenso 
wenn man Sti&imme nicht 


6 8 7 «ta mgN7 MTR aDs 5 
Stickstofigruppen beriicksichtigt, deren v. H.- 


Abb. 6,  Haufigkeit der Vertcilung der Stimme von Zuordnungswert in Tab. T 
2 nkler Pigmentbildung auf di e zley ist. 
verschiedener Anfangsintensitat i. v. Ringden aller in Spalte 5 kleiner als 68 ist, 


die verschiedenen Gruppen entfallenden Stamme. Sti it ei 
———— Karve I, Stimme wie in Kurve I in Abb.5, duh. Stdimme mit see ‘ea 
a a aA Kurve Il, Stimme wie in Kurve II in Abb.5. wechselnden Tendenz zum 


typus. Diese.Kurve ist hier nicht dattitens Pecan ie a 

Zusammenfassend ist festzustellen, daB sich durch variations-— 
Statistische Auswertung zahlreicher Kontrollen zeigen lieB, daB der 
dunkle Farbtypus sowohl bei Stiimmen mit geringer als ‘auch mit. 
hoher Anfangsintensitiit der Stickstoffbindung  gehiiuft vorkommt, 
wahrend der hellere Farbtypus mehr den Mittelgruppen zuzuordnen 
ist7. Die nach der Anfangsintensitiit sowie nach morphologischen’ 


Bo 1s SRL RR Pe ; % j 

, Die beiden Stimme von A. vinelandii und A. Beijerinckii kinnen wegen 

ihrer Sirstecedanon Farbstoffbildung hier nicht beriicksichtigt werden. 
leraus ergeben sich u.U, interessante Gesichtspunkte fiir die Farb- 


stoffbildung als stoffwechselphysiologisches P i i ick- 
totbindane Ta phy gisches Problem in Beziehung zur Stick- 


ee ee 
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Gesichtspunkten und der Beweglichkeit deutlich hervortretenden 
formenkreise lassen sich also hinsichtlich der Farbstoffbildung nicht 
so scharf gegeneinander abgrenzen, obwohl sich auch hier gruppen- 
weise Beziehungen zur Anfangsintensitét aufzeigen lassen. 

Ein Versuch, die Stimme nach ihrem Temperaturoptimum zu unter- 
scheiden, ergab, daf die Rangordnung der Anfangsintensitat aller 
A.chroococcum-Stimme bei drei verschiedenen Temperaturen (30,18—21 
und 15° C) die gleiche blieb wie bei normaler Bebriitungstemperatur 
von 30° ©. Bei niedriger Temperatur ist der Verlauf der Entwicklung 
natiirlich im ganzen verlangsamt. Im Gegensatz zu den A. chroococcun- 
“tiimmen reagierten die beiden Stiimme der anderen Arten anders. Der 
Stamm von A. vinelandii wichst bei 15° in Nihrlésung fast tiberhaupt 
nicht, wiihrend er bei 30° zu den aktivsten Stimmen gehdrt. A. Bedje- 
rinckii hat dagegen bei 30° eine geringe Anfangsintensitat, zeigte je- 
doch im Gegensatz zu allen anderen Stiémmen bei 15° friihestes und 


_bestes Wachstum. 


In gleicher Weise wurde auch das Verhalten der Stiimme gegeniiber 
verschiedenem pu-Wert gepriift. Bei etwa pu 6,0 war bei allen Stimmen 
die untere Grenze der Entwicklungsméglichkeit in Naihrlésung erreicht. 
Auf entsprechendem Agar war dagegen das Wachstum noch recht gut. 


Auf Nahragar zeigten alle Stiimme bis p# 9,0 iippiges Wachstum, iu 
- gleicher Nahrlésung jedoch kaum Entwicklung. Auf Nihragar px > 8,0 


waren Farbstoffbildung und Schleimproduktion verstirkt. Auf stark 
alkalischem Niihrboden bildete A. vinelandii den bekannten griinen 
Farbstoff nicht (vgl. Borrets 3). 


6. Die Anpassung der Stémme an bestimmte Kohlenstoffquelien. 


Die Priifung erfolgte durch Trockensubstanzbestimmung® in Normal- 
lésung ohne Agar mit 2 %7/o der zu priifenden Kohlenstoffquellen (ftir Natrium- 
benzoat auch 0,5 /o, vgl. in IIT, 3) nach geniigend langer (bis 21 Tage), maxi- 


males Wachstum erlaubender Kulturdauer. 


Es kénnen hier zusammenfassend nur die grundsitzlichen Ergeb- 
nisse behandelt werden: Auf Grund ihrer Verarbeitbarkeit lassen sich 
4 Gruppen von Kohlenstoffquellen aufstellen: 1. Ein Teil der Kohlen- 


-stoffquellen wird von allen Stémmen gut verarbeitet, héchstens von 


einigen Ausnahmen etwas schlechter, und zwar in der Reihenfolge ihrer 


“Eignung: Mannit, Glykose, Saccharose (reinst), Rtibenzucker (Haus- 


haltszucker), Maltose, Raffinose, losliche Stiirke, Dextrin, Inulin, Athyl- 
alkohol, Natriumbenzoat 0,5 °/o (jedoch nicht in Konzentration 2 %/o, 
vgl. in III, 3). — 2. Andere Kohlenstoffquellen werden ohne Ausnahme 
schlecht verarbeitet: Mannose, Natriumacetat, Ca-malat, Natriumbutyrat. 
__ 3. Weitere Kohlenstoffquellen werden von fast allen Stiimmen tiber- 
haupt nicht verarbeitet, jedoch von einigen wenigen Stimmen als Aus- 


8 Nach Meyvernor und Burk gehen Bakterienzahl, Trockengewicht und 
Stickstoffgehalt in stickstoffreier Nihrlésung parallel, was auch im Rahmer 
dieser Arbeit bestitigt werden konnte. 
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nahme zum Teil sehr gut: Milchzucker (3)%, Glycerin (2, Stamm I 
und der Stamm von A, vinelandii), Natriumbenzoat 2°%o (3). — 4. Die 
restlichen Kohlenstoffquellen werden von keinem Stamm verarbeitet:. 
Arabinose, Xylose, Erythrit, Natriumoxalat. } 
Es sind nur verhiltnismibig wenige Stimme, die in den einzelnen’ 
Gruppen die Ausnahmen bilden und in der Mehrzahl solche, die oe 
auch in ihren sonstigen Kigenschaften hervorheben. Neben der 1. Grupp 
ist vor allem die 3. Gruppe von Interesse. Denn es handelt sich dabei 
um die Verarbeitung von Stoffen, fiir die von verschiedenen Unter- 
suchern widersprechende Ergebnisse vorliegen. Milchzucker wurde von 
drei Stiimmen mit schwachem bis mittelgutem Wachstum ausgenutzt 
Besonders interessant sind die Verhiltnisse bei Glycerin. Bei fast alle 
Stéimmen war die Nahrlésung nach 21 Tagen noch vollkommen unver- — 
iindert, nur Stamm IB und der Stamm von A. vinelandii verarbeiteten 
Glycerin bereits nach 12 Tagen in der gleichen maximalen Wachstums- 
stirke wie Glykose. (Je Gramm Glycerin 118.2 mg bzw. 102,7 mg 
Trockengewicht, entsprechend einem oft gefundenen Mittelwert vo1 
ungefiihr 120,0mg je Gramm Glykose.) — Fiir Athylalkohol ergab sich” 
im Durchschnitt der Stimme etwa 90,0 mg Trockengewicht je Gramm. 
— Lésliche Stirke, Dextrin, Glycogen, auch Inulin wurden im allge™ 
meinen gut verarbeitet, doch ist der zeitliche Verlauf langsamer ‘' 


bei den Mono- und Disacchariden: ot, 

Zusammenfassend kann man sagen, da® es Kohlenstoffquellen gibt, 
die allgemein fiir Azotobacter geeignet sind, andere dagegen nicht. 
Wier wie dort jedoch gibt es Ausnahmen bei gewissen Stémmen, die. 
auf Grund einer physiologischen Anpassung anders reagieren. Klare 
Beziehungen dieser Eigenschaften zur Anfangsintensitit lieben sich” 
jedoch hier nicht feststellen. 


7. Beziehungen zwischen den Eigenschaften der Stdmme 
und ihrer Herkunft und der Art der Gewinnung. 


ere ee 


Vergleicht man die aus Stidhannover mit den aus dem Oberlahnkreis— 
und den aus osteuropiischen Gebieten herkommenden Stiimmen, so- 
lassen sich gruppenweise ‘keine grundsiitzlichen Unterschiede fest- 
stellen. Hier wie dort verteilen sich die Eigenschaften nach &hnlichen— 
Gesichtspunkten. Andererseits ist sehr bemerkenswert, da sich von- 
ciner Entnahmestelle, sowohl bei zeitlich getrennter Priifung, als_ 
auch aus einer Bodenprobe mehrere in ihren Eigenschaften voll- 
kommen verschiedene Stiimme ‘gewinnen lieBen (vgl. auch Brrcn-— 
IlirscureLp). Hin besonders gutes Beispiel dafiir gibt ein. Erbsenbeet 
im Garten des Institutes fiir Mikrobiologie in Géttingen, aus dem bei_ 
insgesamt 3 Probenahmen im Verlaufe etwa eines Jahres allein fiinf 
gut unterscheidbare Stiimme gewonnen wurden. 

Zum 'Teit wurden bei erneuten Probenahmen von den verschiedenen 
untersuchten Ortlichkeiten Stiimme gleicher Eigenschaften wie bei friiheren 


® In Klammern die Zahl der Ausnahmen. 
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Proben gefunden, z.T. waren die Staémme aber auch anders, Manchmal 
lieBen sich auf abgewandelten Elektivsubstraten die gleichen Stémme ge- 
winnen wie auf Normalagar, manchmal jedoch auch andere. Gesetzmabig- 
keiten waren daraus nicht abzuleiten. Auch zwischen den Higenschaften 
der Stimme und ihrer Herkunft lieBen sich keine deutlichen Beziehungen 
feststellen. Eine gruppenweise Beziehung vor allem der vorher aufgezeigten 
Stammtypen zu Entnahmestellen gleichen Charakters war ebenso wenig 
-offenbar wie eine Beziehung zum pu-Wert des Herkunftortes, seiner geo- 
logischen Grundformation und Vegetation. Es muf jedoch beachtet werden, 
dais ausgesprochen alkalische Biden nicht zur Verfiigung standen. 


8. Die Wirkung verschiedener Stdmme aufeinander. 


Die Erkenntnis, daB ganz allgemein und zumal auch in einer Boden- 
probe Azotobacterstimme vorkommen, die sich in ihren Eigenschaften 
deutlich unterscheiden, und daf diese Eigenschaften sich in iiber zwei- 
-jahriger kiinstlicher Kultur vollkommen konstant hielten (vgl. S. 361, 
~Anm. 5), mute einmal zu der Frage fiihren, ob und wie St&éimme ver- 
-schiedener Eigenschaften in ein und demselben Boden aufeinander 
einwirken, zum andern, wie das gleichzeitige Vorhandensein solcher 
Abarten in einem Boden zu erkliren ist, d.h. die Frage nach der Ur- 
sache der Varietitenbildung. Jedoch stehen beide Fragen zweifellos 
in einer gewissen Wechselbeziehung. Die Frage der Stammumwandlung 
‘wird im II. Teil eingehender behandelt. Uber die erste Frage muften 
u.U. Zusammenimpfungen in kinstlicher Kultur gewissen Aufschlub 
geben kénnen. 
In der Folge wurde mit einigen besonders charakteristischen Stammen 
—gearbeitet, Stamm G und Stamm KG, (= A. vinelandii, mit hoher Anfangs- 
intensitit, typischer Farbstoffbildung und Beweglichkeit im Vergleich zu den 
Stémmen IB und J, mit geringer Anfangsintensitit). Diese Stamme wurden 
einzeln oder in verschiedener Mischung in Normalmannit-, Normalglykose- 
 lésung oder auf entsprechendem Agarnihrboden wachsen gelassen. 
Dabei zeigte sich eindeutig, daf der Charakter der Mischkultur 
immer durch den Stamm mit der groferen Anfangsintensitiit der Stick- 
 stoffbindung bestimmt wird, sowohl im Ergebnis der Stickstoffbindung, 
als auch in den makro- und mikroskopischen Merkmalen der Kultur 
~ (Art der Triibung der Nahrlosung, der Verfiirbung). Als Beispiel siehe 
einen von zahlreich durchgefiihrten ahnlichen Versuchen in Tab. II, 
besonders die charakteristischen Stickstoff-Werte nach zwei Tagen — 
Wachstum. 

Dabei macht Stamm KG,, der eine etwa gleich hohe Anfangsintensitat 
wie Stamm G besitzt, insofern eine Ausnahme, indem er in Mischkultur 
mit Stamm G vor allem das makro- und mikroskopische Aussehen der Kultur 

bei fiir beide Stimme normaler gleich hoher Stickstoffbindung bestimmt. 
Hier scheint die gréBere Beweglichkeit von Stumm KG, von Bedeutung, die 
_bedingt durch die Eigenart der einseitig optimalen kiinstlichen Kultur den 
~ Stamm mit der gréBeren Beweglichkeit pefiihigt, den gesamten Kulturraum 
-friiher in Besitz zu nehmen. Dadurch ist erneut der Zusammenhang der Be- 

_ weglichkeit mit der hohen Anfangsintensitat aufgezeigt. 
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Weitere Hinweise ergaben ‘sich aus den hei Riickisolierungen aus 
Mischkulturen gewonnenen Beobachtungen. ‘Dabei wurden aus Misch 
kulturen von zwei oder drei Stimmen (G, 7B und KG,) nach verschieden 
langer Passagenzahl insgesamt 118 Riickisolierungen yore 


+ 


Tabelle II. Stickstoffbindung einiger Stimme allein und in “Mischivult be 
nach 2 und 7 Tagen’ Wachstum. i, 


Stickstoffverbindung in mg 

Stanim ~” 9 Page Wachstum. 7 Tage Wachstum 

Parallelen |  Mittel —_—‘||_—-Parallelen. | Mitel 
G s 7 aye | 8 ee | es | 17.94 4 

NTRS ae 0,93 ek ‘ 17,22 | 

xo, mes |e |, | toms 
oy. | 3 ap | 336 | aes 19,08 ‘ 
orm | | aes | BO) aan 
xeci | WG | saase ose 
J, + IB | ais . 4,082 eae sf rat i 
ORK 1200. | cane aie 
G4+KG,+ IB ae 12,22 rls 16,94 ; 


Behandlung: Normalmannitlésung mit 0,1 % Agar, 50 cem in. 250er Erlen-, 


meyer. ‘Tmpfune von 2 Tage alter Normalagarkultu Temperatur 30° 
Stickstoffbestimmung nach "KoEvpAnL, : * ss 3 oi 


5, | 
4 
die sich alle auf Grund ihrer Merkmale als die -vorher eine tinea a 


Stimme identifizieren lieBen. Es fand sich kein Stamm mit neuen 
EKigenschaften. 


Da von verschiedenen Autoren Kopulation (Konjunktion) von om 
organismen (Foerster, Porrnorr) bezw. eine Art sexueller Vorgang (Sra 


1 Charakter von Stamm G. 
4 Charakter von Stamm KG). 
® Charakter von J;,. 


13 Charakter von AG,, aber in 
1 makro- und m 
deutlich, da®B nicht allein vorhanden: peeepeop teeta ee 
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beobachtet sein soll und auch fiir Azotobacter das berichtet wurde (Be- 
sprechung bei Niemeyer), war nimlich zu tiberlegen, ob auf solchem Wege 
nicht aus zwei verschiedenen Stimmen ein Stamm mit neuen Eigenschaften 
erscheinen kénnte, 

In wiederholten Versuchsserien wurden die Mischkulturen bis zu 
10 Passagen viele Wochen lang gefiihrt und dabei fortlaufend Riick- 
isolierungen vorgenommen. Dabei war der Stamm mit der geringen 
Anfangsintensitat meist schon nach der zweiten Passage nicht mehr 
aufzufinden, wahrend bei. Mischkultur von zwei Stéimmen mit hoher 
und einem mit geringer Anfangsintensitét die beiden ersteren noch 
nach sieben Passagen riickisoliert werden konnten. Ebenso blieben 
zwei Stimme mit ungefihr gleicher geringer Anfangintensitit wihrend 
mehrerer Passagen im Gleichgewicht. 

Diese Beobachtungen erscheinen verstindlich, da der Stamm mit 
der gréBeren Anfangsintensitaét befaihigt ist, im Konkurrenzkampf um 
die Nahrstoffwirkung (Ripper und Lourmann) diese bereits im vollen 
MaBe auszunutzen, noch ehe der andere Stamm sich dazu anschicken 
kann. Diese Auslesewirkung im Kampf um die maximale Ausnutzung 
der optimalen Lebensbedingungen tritt so ausgesprochen in Erschei- 
nung, daf, wie die Riickisolierungen zeigten, dem Stamm mit der ge- 
ringen Anfangsintensitit sehr bald die Existenzméglichkeiten entzogen 
sind und er nach fortlaufender Abnahme schlieBlich aus der Misch- - 
kultur verschwindet. 


9. Die natiirlichen Verhdlinisse im Boden. 


O. v. Merzen zeigte an Rohkulturen aus Bodenproben mit extremen Merk- 
malen, daB die Stickstoffbindungsfihigkeit eines Bodens viel mehr durch die 
Schnelligkeit der Stickstoffbindung als durch die absolute Héhe gekenn- 
zeichnet ist. Vergl. hierzu auch Winocrapsky 8). Als Ursache sieht er das 
Vorhandensein von Azotobacter-Stimmen mit unterschiedlichen Eigenschaften 
an, die sich durch dkologische Bedingungen gegebenenfalls kurzfristig um- 
wandeln kénnen. 

Die eigenen Untersuchungen zeigten nun tatsachlich auch an Rein- 
kulturen das Vorhandensein von unterschiedlichen A. chroococcum- 
Stimmen, sogar in einer Bodenprobe. Sie blieben aber in langer 
kiinstlicher Kultur konstant. Unter weiterem Hinweis auf die Ergeb- 


nisse der Mikrodkologie [Methoden der direkten Beobachtung der 


Mikroorganismen am natiirlichen Standort, Conn, Winocrapsky (1), 
Rossi, CHotopny, Kusrena] braucht zur Erklirung des Vorhanden- 
seins verschiedener Stimme auf eng begrenztem dkologischen Standort 


eine kurzfristige Umwandlung nicht angenommen zu werden (siehe je- 


doch im II. Teil dieser Arbeit). 

Die in den Versuchen iiber das Zusammenimpfen aufgezeigten Ver- 
hiltnisse gelten natiirlich nur in der kiinstlichen Kultur. Hier kommt 
die bedeutend vielgestaltigere Auslesewirkung der mannigfach zu- 
sammenwirkenden Faktoren des Bodens nicht zustande, und in der 


_einseitig optimalen kiinstlichen Kultur ist so die Rangordnung der 
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Wirkung der einzelnen Stimme allein durch die grobere Anfangsinten-_ 
sitit der Stickstoffbindung bedingt. Es kann also angenommen werden, | 
da® je nach den augenblicklichen optimalen Bedingungen im Boden. 
die Rangordnung der Wirksamkeit der Stémme auch anders sein kann. 
Die spezifische Stickstoffbindungsfihigkeit eines Bodens ware dement~ 
sprechend als das durch die begrenzenden Faktoren des Bodens indu-- 
zierte maximale Wirksamwerden eines oder mehrerer Stémme mit ent- 

sprechender Spezialanpassung anzunehmen, die schon vorher mehr oder 

weniger latent vorhanden sind. Hinweise dafiir gibt auch das Vor- 
handensein von Stiimmen mit ihrer Anpassung an bestimmte Kohlen- 

stoffquellen (z.B. Glycerin) 15 und unterschiedliche Intensitat bei ver- 
schiedener Temperatur (siehe vorher). 


II. Zur Frage der Stammumwandlung bei 
Azotobacter chroococcum. 


Ra eR tae ee tN nee 


1. Priifung chemogenetischer und anderer Faktoren. 


Weitere Hinweise zu den im I. Teil dieser Arbeit erérterten Ergeb- 
nissen mubten u. U. auch Untersuchungen iiber die Umwandelbarkeit 
der Stiimme in ihren charakteristischen Eigenschaften geben kénnen, 

Nachdem die Wirkung von Colchicin in der pflanzlichen Genetik znt 
Erzielung polyploider Rassen hiufig angewendet wurde, fand auch eine 
Priifung der Wirkung auf einzellige Organismen und Bakterien .statt, die 
jedoch ohne Wirkung blieb (zuletzt Srapp, dort auch Literatur), Dagegen 
fand Baucu ({—4) Wirksamkeit von Campher, Acenaphten, Narcotinhydro- 
chlorid und anderen carcinogenen und phytohormonalen Stoffen bei Hejen. 

In eigenen ausgedehnten Versuchen wurde wihrend einer Dauer 
von 1'/2 Jahren die Wirkung von Campher, in etwas geringerem Mase 
auch von Acenaphten, Narcotinhydrochlorid und Colchicin an einigen 
charakteristischen Stimmen von A. chroococcwn (Stamm G, 1B und 
J,) und einem Stamm von A. vinelandii (Stamm KG,) gepriift. 5 

Diese Stimme waren aus mit dem Mikromanipulator gewonnenen Einzell- 
kulturen hervorgegangen und in ausgedehnten und sorgfiltigen Versuchen 
zunichst auf ihre Homogenitit und auf die auch in solechen Kulturen zu er- 
wartenden normalen Schwankungen der Merknfale gepriift worden, um die 
tatsiichlichen Wirkungen der vorgenannten Stoffe geniigend scharf be- 
urteilen zu kénnen, — Die Technik der Versuche mit Campher und Ace- 
naphten war die gleiche wie bei Bauch und Srapr. Mit Colehicin und Nar- 
cotinhydrochlorid wurde in Nihrlésung gearbeitet. Die Stiimme wurden in 
bis zu zahlreichen Passagen gefiihrt und die Dosis der Substanzen von mini- 
malen bis zu sehr grofien Mengen variiert. Es wurden insgesamt viele 
Hundert solcher Kulturen gefiihrt und ausgewertet und bei vielen daraus 
gewonnenen Abtrennungen auch die Stickstoffbindung getestet. 

; Ks braucht zusammenfassend hier nur gesagt zu werden, dafi die 
Versuche insgesamt ohne Hinweis auf eine Wirkung der gepriiften 


* Reuszer fand z.B., daf durch hohe Gaben an Benzoesiiure die nor- 
male A. chroococcum- und A. Beijerinckii-Flora von einer Azotobacterart ver- 
driingt wurde, die er vorher in dem Boden nicht beobachtete. 


ee 
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Stoffe auf Azotobacter blieben. Ebenso blieben Versuche zur Anderung 
von Staémmen durch Anpassung an bestimmte Temperaturen, pH und 
bestimmte Kohlenstoffquellen erfolglos. 


2. Die Wirkung von gebundenem Stickstojf auf Azotobacter, 


Dab Azotobacter nicht nur den elementaren Stickstoff der Luft 
-assimilieren kann, sondern auch Nitrate, Ammoniakstickstoff, Pepton 

u.a., ist bekannt, ebenso, da die Assimilation des elementaren Stick- 
stoffes eingestellt wird, wenn eine bestimmte Konzentration an vor- 
handenem gebundenem Stickstoff iiberschritten wird (Burk und Line- 
WEAVER, KostyscHew und Mitarbeiter). 

Gelegentlich wurde sogar die Annahme ausgesprochen, daf die Ver- 
arbeitung von gebundenem Stickstoff die fiir Azotobacter normale Form der 
Stickstoffaneignung sei, Es konnte gezeigt werden, dafi Azotobacter auch 
noch bei hohen Konzentrationen an gebundenem Stickstoff leben kann. 
Srapp und Ruscumann fanden die Grenzkonzentration in Niahrlésung mit 
Leitungswasser fiir Ammoniumnitrat = 1,60°%/o, fiir Natriumnitrat = 1,91°/o, 
fiir Kaliumnitrat = 2,02%/o. Gegen Nitrite war Azotobacter dagegen auferst 
-empfindlich. peN Dooren bE Jone stellte fest, daB verschiedene Stamme 
unterschiedlich gegeniiber Kaliumnitrat disponiert sind. Bei 5°/o war tiber- 
haupt keinWachstum, bei 3°/o zeigten die meisten Stiimme kein Wachstum, 
bei 2°/o je nach den Staémmen unterschiedlich, ebenso bei 1 und 0,5°7/o. Etwas 
weniger giftig zeigte sich Ammoniumsulfat. Nach OMELIANSKI und SSEWEROWA 
soll Pepton in Mengen von 0,5°/o hemmend wirken, Srapp und RuscHMANN 
konnten jedoch keinen Einflu8 von 1 °/o feststellen, ebenso fand DEN DooREN 
pr Jone auf Agar mit 3%o Pepton noch Wachstum, auch bei Zugabe voa 
anderen organischen stickstoffhaltigen Stoffen wie Fleischwasser, Ascites- 
fliissigkeit und Pferdeserum vorziigliches Wachstum, jedoch nicht bei Zugabe 
von Hammelblut. 

Eine andere Frage ist natiirlich, wie die Kulturen auf solchen Nahr- 
-substraten beeinfluBt werden: 

Das Aussehen der Kulturen auf Nahrmedien mit geringen. Stickstoft- 
eaben war nach STapp und RuscHMann normal. Mit steigenden Nitratgaben 
fanden sich aber stirker teratologische Formen. Auch pEN DooREN DE JONG 
fand bei 0,1°/o der verschiedensten Stickstoffverbindungen keinen Hinfluf auf 
das Wachstum von Azotobacter. Die Lebensdauer von Kulturen auf stick- 
stoffhaltigem Substrat wird jedoch kiirzer angegeben. 

In Zusammenhang mit der vorliegenden Fragestellung ist von be- 
sonderer Bedeutung, ob die Eigenschaften eines Azotobacter-Stammes 
durch Wachstum auf Nahrboden mit gebundenem Stickstoff beeinfluSt 
wird, bzw. ein Stamm in seinen Eigenschaften dadurch dauernd ge- 
aindert werden kann. 

Kosryscuew und Mitarbeiter fanden, da® jahrelang im Laboratorium aut 
stickstoffreiem Substrat geziichteter A. agilis die volle Fiahigkeit besaB, 
molekularen Stickstoff zu binden. Nach 20 Uberimpfungen in Nahrlésung 
mit Ammoniumsulfat. war das Wachstum sehr gehemmt, nach 24 gar kein 
Wachstum auf diesem N&hrmedium zu erzielen. Auf. stickstofffreies 
Substrat gebracht wurde aber genau so gut molekularer Stickstoff assimiliert 
wie durch die Kontrolle. 
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DEN DoorEN DE Jone untersuchte die Wirkung von hohen Gaben an ge- 
bundenem Stickstoff. Er zeigte, daB Azotobacter auf festem Nahrboden mit 
hohen Gaben an gebundenem Stickstoff sehr typische Abanderungen der 
Form erleidet, die aber bei Impfung auf ein normales Medium wieder ver- 
schwanden. In fliissigen Nihrmedien mit ,,tierischem Stickstoff* (Pepton- 
wasser, Bouillon, Fleischwasser) konnten aber bleibende Veranderungen der 
Form auftreten. Bei einem Stamm war sogar die Fahigkeit der Stickstoff- 
bindung verloren gegangen. Bei Abstrich auf eine Platte mit normalem 
Nihrboden gewannen aber einige Kolonien die Fahigkeit zuriick, den ele- 
mentaren Stickstoff der Luft zu binden. j 

Einige zufillige Beobachtungen fiihrten auch mich dazu, die Wir- 
kung von gebundenem Stickstofi auf die Eigenschaften der Staémme zu 
priifen. Stamm J,, der seit Jahren in der Institutssammlung bei vier- 
wochentlicher Uberimpfung auf Starp-RuscHmMann-Nitratagar 16 gefiihrt, 
worden war und angeblich ein gutes Stickstoffbindungs-Vermégen | 
besaB, blieb im Vergleich zu anderen neu gewonnenen und auf Normal- 
agar gefiihrten Stiimmen, selbst bei der verhaltnismaBig langen Kultur-— 
dauer von 7—14 Tagen, deutlich hinter der maximalen Stickstoff-_ 
bindung dieser Stiimme zuriick. Es wurde deshalb nach der bisherigen 
Vorstellung zundichst angenommen, daf es sich bei Stamm J, um einen” 
schlechten N-Binder handele, bezw. daB die Stickstoffbindungsfahigkeit | 
durch die langdauernde kiinstliche Kultur reduziert worden sei und das 
Kaliumnitrat des Stapp-RuscHMANN-Nitratagars womdglich dafiir ver- 
antwortlich zu machen wire. 

Diese Meinung schien dadurch gestiitzt zu werden, dai es gelang, 
durch mehrere kurzfristige Passagen von Stamm J, auf stickstofffreiem 
Normalagar dessen Stickstoffbindungsfihigkeit zu dindern. Es ergab sich, 
daB Stamm J, wirklich ein gutes Stickstoffbindungsvermégen besitzt, 
dessen Maximalwert mit dem der anderen Stimmen iibereinstimmt (im 
iiblichen Test nach 7 Tagen Wachstum).. Andererseits gehért jedoch 
Stamm J, zu den Stimmen mit geringerer Anfangsintensitit (etwa_ 
3mgN nach 2 Tagen Wachstum; erstes Maximum der Variationskurve 
in Abbildung 5), was natiirlich bei der folgenden Beurteilung beriick- 
sichtigt wird. 

Stamm J, wurde seit Januar 1944 auch auf Normalagar mit 0,1, 0,5 und 
1°/o Kaliumnitrat gefiihrt und diese Kulturen wurden nach bestimmten 
Zwischenraumen gepriift. Die Beobachtungen waren nicht immer so deutlich - 
wie mit dem seit langem durchgehend auf Srarr-Ruscumann-Nitratagar ge- 
ziichteten Stamm J,. Auffallend war, da®B in Kulturen von den Nihrbéden 
mit hohen N-Konzentrationen die Wirkung gerade oft sehr wechselnd er- 
schien oder auch ausblieb. Doch war die Wirkung grundsiitzlich vorhanden. | 

Es ergab sich, dai sich die Wirkung des Nitrates in einer Hemmung 
der Anfangsintensitaét der Stickstoffbindung in stickstofffreiem Néhr- 
medium dufert, nicht wie aus den ersten Beobachtungen angenommen — 


16 0,04°/o Kaliumnitrat, 0,08 %/o Cale. glycerino-phosphoric, solub., 0.338 %o 
Chlornatrium, 0,01 °%/o Chlorkalium, 0,054 °/o Magnesiumsulfat, 0,092 °/o Magne- 
wer vey 2%» Mannit und NaOH bis Lisung gegen blauen Lackmus 
neutral ist. 
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‘worden war, in einer Beeintrichtigung der maximalen Stickstoff- 


bindung. Solche gehemmten Kulturen erreichten bei geniigend langem 
Wachstum denselben maximalen Wert wie die Vergleichskulturen von 
Normalagar. Bei den ersten Beobachtungen waren die Kulturen also 
noch nicht voll ausgewachsen. Ein weiterer Beweis fiir die Wirkung 
des Stickstoffes in der Vorkultur ist, daBé sie sich durch 2—4 Passagen 
auf Normalagar reaktivieren lieBen, nicht aber auf gleichem Agar mit 
Nitratstickstoff. Man vergleiche hierzu zwei Versuchsserien von zahl- 
reichen Ahnlichen Versuchen, die hier nicht alle aufgefiihrt werden 
k6nnen, in den Tabellen III und IV, z.B. normale Kultur bei 1., ge- 


Tabelle III. Stickstoffbindung von Stamm J, nach Passagen auf Néhrmedien 
mit gebundenem Stickstoff im Vergleich zu Passagen auf Normalagar. 
50 ccm Normallésung mit 0,1 °/o Agar in 250er Erlenmeyer, Stickstoffbindung 
in mg (Januar 1944). 


Wachstum 
Vorkultur und Behandlung 
2 Tage 7 Tage 14 Tage 
1. Von Normalagar 2,86 19,01 18,43 
31 4 3,00 18,72 18,87 17.29 17,86 
2. Von Stapp-Ru-Ni-Agar 0,14 12,57 19,86 
4-wochentlich. 71 438 | ye72 1485 | op15 70,04 


3. Wie vorher, in Nabrlésung || 0,00 0.57 interes 13.94 18,73 19.65 
? 2 : 


gefiihrt. 114 16.15 20,58 
4, Wie 2. etwa 8-tglich 1,00 18,43 18,86 
iiberimpft. 057 99 | 1509 16:86 | i779 18:28 


5. Von Normalagar mit 0,1% || 1,00 5; |-17,29 4665 | 2015 19.08 
2 - | 


KNO,, 4-wochtl. tiberimpft.|| 0,00 16,00 18,01 
AuBerdem: 

6. Zu 2. in Normallésung 0,00 5,48 13,72 
ohne Agar gepriift. id 007 ggg. AAO 19.01. 15°! 


Nach weiteren Passagen wurden erneut Impfkulturen der vor- 
stehenden Tabelle gepriift, z.T. nach Wechsel des Nahrbodens. 


7. Zu 2. nach 2 je 8-tigigen || 3,86 18,86 18,86 
Passagen auf Normalagar. 4,00 3,98 19,29 10:08 17,01 17,94 

8. Wie vorher, auf Stapp-Ru- || 0,14 1515 5 | 19,02 
Ni-Agar. — oo 57 | 47794 16,08 | oo15 19.88 


9. Zu 5. wie 7. 2,00 ausgef. 20,15 
1991556 YRS" 15,72 | ye'99 19,22 
10. Zu 5. wie 7., doch auf 3,29 16,00 ausgef. 12 09 
SAlgemabisar mid, KNO,. | 1,00" > 9L?-|' 17,01 16,51 |"1g39 15; 


11. Nach weiteren 2 Passagen || 3,86 4.9917 20,58 20,29 18,86 19,29 


wie 7. 4,72 20,00 19,72 
12. Zu 10. nach weiteren ausgef. 16,86 1 ausgef. 59 58 
2 Passagen wie 10. og7 O°? 1.4915 25:0) Veo bei 


17Diese regenerierte Kultur wurde dann als Hauptstamm auf Normal- 
agar weitergefiihrt und in folgenden Versuchen als Kontrolle benutzt. sie 


 zeigte dann in allen weiteren Priiftungen normale Ergebnisse. 


3714 WILHELM K. FISCHER: 


. i 3 
4 
: 


hemmte bei 2., reaktivierte Kultur bei 7. und 11., gehemmte Kontrollen 
bei 8. und 12. in Tabelle III. ; 

Weniger deutlich und vor allem viel wechselnder oder auch ohne 
jedes Ergebnis war die Priifung einiger daraufhin ebenfalls auf Strapp- 
Ruscumann-Nitratagar und Normalagar mit verschiedenen Konzen- 
trationen Kaliumnitrat (z. T. auch in entsprechenden Nahrlésungen) 
geziichteter Stémme. H 

Bei den Stémmen KG, und IB lieB sich keine Wirkung feststellen, ob- 
wohl die typischen morphologischen Stickstoff-Involutionsformen und die 
folgend noch zu besprechende Verkiirzung der Lebensdauer vor allem bei 
hohen Stickstoffkonzentrationen vorhanden waren wie bei den anderen 
Stimmen. — Bei Stamm G und 1VB waren wihrend der ersten 5 bzw. 
4 Monate ebenfalls keine Wirkungen festzustellen, dann fanden sich mehr oder 
weniger wechselnd bei z.T. nur geringen Unterschieden gegeniiber der Kon- 
trolle die vorgenannten Hemmungen, auffallenderweise jedoch nur in dea 
4-wéchentlich iiberimpften Kulturen, nicht aber in kurzfristig und haufig 
iiberimpften. AuBerdem brachte keineswegs eine héhere Stickstoffkonzen- 
tration in der Vorkultur eine deutlichere Wirkung hervor, sondern gerade 
sehr schwankende Ergebnisse (wie es auch vorher schon bei Stamm J, be- 
obachtet wurde) vor allem auch innerhalb der Parallelen. Womdglich sind 
aus solchen Wirkungen der Vorkultur auch UnregelmaBigkeiten zu erkliren, 
wie sie RippeL (23) bei Untersuchungen iiber die Agarwirkung beobachtete. 


Tabelle IV. Weitere Priifungen von Stamm J, nach Passagen mit unter- 
schiedlicher Behandlung (Oktober 1944). Anordnung wie in Tabelle III. 


: Wachstum 
Vorkultur und Behandlung ae 
2 Tage 7 Tage 

as ioapnerrea ai 4-woéchentlich | on 4,03 rae 20,18 
ce icnemine oe a ora 82 | gig 1485 
+ dive ietagtiae ot Oe |) ee oaae ge 
Shwe voriers nM ST ope 9 0) eis et 
6. erelneent Passagen auf iG 3,75 ae | 20,18 
7. Zu 3. wie vorher. eH 1,3718 ean 17,20 
8. ean en ti 2 aur hr ae 3,53 aie 19,60 


aot Kin Versuch sei in diesem Zusammenhang jedoch noch besonders er- 
wahnt. Von Kulturen von StammG, die seit Januar 1944 in vierwochentlicher 


18 . « + . . 
Hemmung noch nicht iiberwunden, neuer Ansatz nach zwei weiteren 
Passagen in 8, 
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Uberimpfung auf Srapp-Ruscumann-Nitratagar und Normalagar als Kontrolle 
gefiihrt worden waren, wurden im August 1944 Kulturen zur Stickstoff- 
bindungspriifung nach 2 und 7 Tagen angesetzt. Es wurde von den aus der 
drittletzten Uberimpfung stammenden Kulturen (beinahe 3 Monate alt) ge- 
impft. A 

' Die Ergebnisse waren iiberraschend (Tabelle V). Die von Normal- 
agar geimpften Kulturen zeigten normale Stickstoffwerte, die von 
Srapp-RuscHMaNN-Nitratagar geimpften Kulturen nach Abzug der 
Blindprobe praktisch keinen Stickstoffgewinn, selbst nach 7 Tagen 
~ Wachstum. 

Das hitte von einam Abgestorbensein der Impfkultur auf Srapp-Rusch- 
mann-Nitratagar herriihren kénnen, Jedoch zeigte die eine der zweitigigen 
Parallelen mikroskopisch geringes Wachstum, bei den 3 iibrigen Kolben lieB 

sich das nicht mit Sicherheit entscheiden. Die Kulturen waren aber auch 
gleichzeitig auf 2 Normalagar- und 2 Srapp-Ruscumann-Nitratagarréhrehen 
| geimpft worden. Interessanterweise war auf dem Srapp-RuscHmann-Nitrat- 
agar geringes Wachstum vorhanden, auf Normalagar jedoch nicht. 


Tabelle V. 
Stickstoffbindungspriifungen bei Stamm G von verschiedener Vorkultur. 


N-Bindung in mg 


Vorkultur und Behandlung 


2 Tage Wachstum 7 Tage Wachstum 

1. Von Normalmannitagar, Impf- |) 11,72 11,94 17,86 17,65 
kultur 3 Monate alt. 12,15 17,43 
2. Von Stapp-Ru-Ni-Agar wie 1. 0,72 0,21 

| 0,29 0,51 0,07 pes 


Nach einer Passage auf Normalagar. (Impfkultur 8 Tage alt) 


Bo. Zu 1. 10,86 18,01 
11,57 1122 | 18,58 18,30 

4, Zu 2. 6,72 : 15,86 
9,43 8,08 | 1899 17,08 


‘Nach zwei weiteren 7-tagigen Passagen auf Normalagar: 


57a os und 1. es 11.86 18,86 
iis EPS Eada 18,22 

6. Zu 4. und 2. 10,86 18,01 
12,15 11,51 | 47,79 17,87 


Von Stapp-Ru-Ni-Agar wie 2. aber nach zwei weiteren dazwischen- 
liegenden 7-taégigen Passagen auf demselben Nihrboden: 


7. Von Stapp-Ru-Ni-Agar, zu 6. 
4, und 2. 


Entsprechende Blindwerte wurden vorher abgezogen. 


8,00 16,58 
4.43 6,22 | 18,29 17,44 


Man kénnte annehmen, dab bei diesem Versuch ein Zeitpunkt der Ab- 
impfung getroffen wurde, bei dem die Impfkulturen entweder soweit ab- 
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gestorben oder an gebundenen Stickstoff angepabt bezw. geschadigt ware 
da® auf stickstofffreiem Nihrboden kein Wachstum mehr moéglich war. (Vergl. 
hierzu die Angaben von Rusentscutk und Rosin und von DEN DooreEN DE J ONG). 
Abstriche von den Strapp-Ruscumann-Nitratagarréhrchen wuchsen wieder ant 
Normalagar, In je zwei von diesen Réhrchen beimpften Kolben mit Normai- 
lésung machten sich beim Stickstoffbindungstest die vorher beschriebenen 
Hemmungen bemerkbar, die bei erneutem Ansatz nach zwei weiteren Pas- 
sagen auf Normalagar aber wieder verschwunden waren, nach zwei Passagen 
auf Stapp-RuscuMann-Nitratagar jedoch nicht. (Siehe Tabelle V). 

Noch mehrmals wurden Kulturen von 3 Monate alten, auch dlteren oder 
jiingeren Impfkulturen wie vorher angesetzt. Vorige Beobachtung konnte. 
genau nicht mehr verfolgt werden. Entweder waren die Impfkulturen nicht 
mehr entwicklungsfihig oder es ergaben sich gehemmte oder normale Stick- 
stoffwerte. : 

Vorausgesetzt, daB die Hemmung der Anfangsintensitit entweder 
als eine Schiidigung durch gebundenen Stickstoff oder als eine ae 
passung an gebundenen Stickstoff angesehen werden mufte, so erschien 
es méglich, daB ein Stamm, der direkt bei der Gewinnung aus einer 
Bodenprobe und bei fortdauernder Ziichtung auf einem Nahrboden mit 
Nitrat gewachsen war, deutlicher die vorigen Ergebnisse bestatigen 
k6nnte. . 

Zu diesem Zwecke wurden im September 1944 aus dem Garten des In-— 
stitutes fiir Mikrobiologie in Géttingen (Erbsenbeet, siehe oben I, 7) auf unter-— 
schiedlichen Nihrbéden 8 Stimme gewonnen, darunter die 4 Stdmme 0,04-Ni, 
auf Srapp-Ruscumany-Nitratagar, 0,J-Ni, 0,5-Ni und 1,0-Ni auf Normalagar 
mit entsprechenden Konzentrationen Kaliumnitrat. Die Gewinnung dieser — 
Reinkulturen auf den wenig elektiv wirkenden stickstoffhaltigen Nahrbéden 
war duBerst schwierig und zeitraubend. 

Bei sofortiger Priifung der Stimme ergaben sich in den ersten Ansitzen 
keine Hinweise fiir eine Wirkung der speziellen Elektivkultur: es konnten 
weder direkt Stimme mit besonderen Eigenschaften aus dem Boden ge-— 


i 


wonnen werden noch war eine Wirkung auf Niahrbéden mit Kalium- — 


nitrat festzustellen. Nach einigen Monaten der ,,Vorkultur‘ auf den vor- 


genannten Naihrbiden zeigten die Stdmme 0,5-Ni und 1,0-Ni jedoch eine 
deutliche Hemmung, die nach 3 Passagen auf Normalagar noch andauerte. ; 
Die Stdmme 0,04-Ni und 0,1-Ni zeigten dagegen bis dahin noch keine — 


Hemmung. In einem folgenden Ansatz zeigte nur Stamm 0,5-Ni geringe 


Wirkung nach 2 Tagen Wachstum bei UnregelmifBigkeit der Parallelen 1% 
Nach weiteren Passagen wurden im Februar und Miirz 1945 erneut Kontrollen 


vorgenommen. Sie blieben ohne Ergebnis. (Siehe jedoch unten.) 

Im April und Mai 1945 konnte durch die 4uBeren Ereignisse wihrend — 
11, Wochen nicht tiberimpft werden. Stamm 0,04-Ni und 0,1-Ni waren danach 
noch entwicklungsfahig, die Stdémme 0,5- und 1,0-Ni nicht mehr, Ebenso 
waren die anderen auf hohen Stickstoffkonzentrationen gefiihrten Stimme 
in Verlust geraten, wihrend die entsprechenden Parallelkulturen auf Normal. 
agar auch weiter zur Verfiigung blieben. 


* Von Normalagar 2 Tage Wachstum: 8,36/7,49, Mittel 7,93, 7 Tage 


Wachstum: 18,01/17,72, Mittel 17,87. Von Normalagar mit 0,5 °/o Kalium- 
oe Lnaee Wachstum: 6,63/4,19, Mittel 5,41, 7 Tage Wachstum: 17,87/16,43, 
itte s15, 


weal ow 
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Die Versuche mit den Stimmen 0,04-Ni, 0,1-Ni, 0,5-Ni und 1,0-Ni 
waren also im ganzen unbefriedigend geblieben. Vor allem hatte sich 
nicht zeigen lassen, daB® sich auf Elektivnihrbéden mit Nitrat ohne 
weiteres Stiimme entsprechender Eigenschaften aus einem Boden ge 
winnen lassen. Andererseits konnte auch hier, obwohl die Stimme nicht 
in wiinschenswerter Dauer beobachtet werden konnten, gezeigt werden, 
daB sich bei geniigend langer Weiterfiihrung der Stimme auf Nitrat 
ebenfalls die Hemmung der Anfangsintensitét bemerkbar macht. Fiir 
die Beurteilung der Ergebnisse muf ebenfalls auch die unterschiedliche 
Disposition verschiedener Stiimme gegeniiber gebundenem Stickstoff 
Berticksichtigung finden (Stapp und RuscHMaANN und DEN DooreEN DE 
JONG, siehe oben Literaturbesprechungen). 

Auf eine weitere Beobachtung von Bedeutung muB noch hingewiesen 
werden. Ab Ende 1944 muBten die meisten dieser Passagen mit Gly- 
kose anstelle des vorher benutzten Mannits gefiihrt werden, der nicht 
mehr zu beschaffen war. Auffallend war, da8 von diesem Zeitpunkt 
an bei Priifungen der Kulturen die Hemmung nur noch unregelmafhig 
erschien, bis dann gefunden wurde, daf sie nur noch bei Kulturen ein- 
trat, die von Nihrboden mit Nitrat + Mannit geimpft wurden, wahrend 
sie bei Impfung von einem Nihrboden mit Nitrat + Glykose nicht mehr 
erschien. 


Man kann darum annehmen, daf die vorher beobachtete Stickstoff- 
wirkung auch in einem gewissen Zusammenhang mit der jeweiligen 
Kohlenstoffquelle (bzw. den Zwischenstufen ihres Abbaus) steht (vergl. 
hierzu auch Nitsson) und eine vorher bestehende Hemmung im Mecha- 
nismus der Stickstoffbindung bei Wechsel der Kohlenstoffquelle nicht 
unbedingt weiter wirksam ist oder erst durch neue entsprechend lange 
Vorkultur eine neue Anpassung wirksam werden mu. Die wenigen 
Beobachtungen ohne bestimmtere Wirkungshinweise erlauben natiirlich 
‘noch keine genaueren Schliisse in dieser Richtung. Dazu sind weitere 

Untersuchungen notig. Es kénnten sich auf diesem Wege wichtige Hin- 
weise fiir den Stoffwechselmechanismus von Azotobacter und damit den 
‘Mechanismus der Stickstoffbindung ergeben. 


Es ergab sich demnach, da die kiinstlich induzierte Hemmung der 
-Anfangsintensitét durch Kaliumnitrat in der Vorkultur nicht bestindig 
blieb, in den hier beobachteten Fallen also keine dauerhafte Anderung 
der Stammeigenschaft war. Nach spitestens 3 (in einem Fall 4) Pas- 

sagen auf stickstofffreiem N&hrboden wurde die normale Stickstoff- 
bindungsfihigkeit wieder zurtickgewonnen. 

Diese Stickstoffwirkung scheint auch in einem gewissen Zusammen- 
hange mit der kiirzeren Lebensdauer von Azotobacter auf Nihrboden 
mit gebundenem Stickstoff zu stehen. Bei Priifung dieser Frage zeigte 
sich dann weiter, da® anscheinend noch andere Faktoren mabgebend 
sind (siehe auch vorher; Wechsel zwischen Mannit und Glykose). Es 
zeigte sich u.a., daf der Wassergehalt des Nihrbodens zur Zeit der 


“Beimpfung Bedeutung hat. 
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Impfte man z.B, auf Normalagarréhrchen mit 0,5 und 1,0°%/o Kalium- 
nitrat, die 14'Tage oder 3 Wochen unter WatteverschluB bei Zimmertempe- 
ratur aufbewahrt und entsprechend ausgetrocknet. waren, so wuchs Az0- 
tobacter sehr hiufig iiberhaupt nicht an oder hatte im Vergleich zu Normal- 
agarréhrchen, die ebenfalls eine entsprechende Zeit im Zimmer gestanden 
hatten, die jederzeit gut anwuchsen, und zu Kulturen auf frisch hergestellten” 
Agarrohrchen, eine bedeutend geringere Lebensdauer. Sie betrug zuweilen 
nur 8—14 Tage. Feuchtigkeitsmangel wirkte also nicht an sich allein, sondern 
erst in Verbindung mit der KNO,-Wirkung verstirkend. Solche Kulturen 
zeigten auch gehiuft typische Stickstoff-Involutionsformen der Zellen (vergl. 
die Abbildungen bei peEN Dooren DE Jona); schon Stapp und RUscHMANN 
wiesen darauf hin, daB die Lebensdauer der Kulturen mit der Zahl der tera-. 
tologischen Zellformen abnimmt. 1 


Stamm G wurde auf Normalmannitagar und Normalglykoseagar nach | 
1-jahriger Aufbewahrung noch lebend gefunden, auf Stapp-RuscHMANN- Nitrat- . 
agar mehrmals nach 3 Monaten nicht mehr. Ahnlich verhielten sich die Kul- 
‘turen auf Nahrboden mit 0,1°/o Kaliumnitrat. Bis zu dieser Konzentration | 
haben die Kulturen in der Zellform ein verhiltnismiBig normales Aussehen. . 
Bei stirkeren Konzentrationen kann man wohl kaum mehr von fiir Azo-- 
tobacter normalen Verhiiltnissen sprechen, denn die Zellen erscheinen nur’ 
ganz zu Beginn des Wachstums normal. Wenn das Schwiirmer- und Stabchen- - 
stadium sich zum Kokkenstadium wandelt, beginnen sehr stark typische: 

’ Stickstoffinvolutionsformen zu erscheinen. Die Lebensdauer solcher Kulturen 
auf Normalagar mit 0,5 und 1,0°/c Kaliumnitrat schwankte durchschnittlich 
zwischen 14 Tagen und 5 Wochen, und die Zeitspanne war, wie vorher schon 
gesagt, sehr von weiteren AuSenfaktoren und solchen des Nihrmediums ab- - 
hingig. : 


wpe 


Andere Stickstoffverbindungen wurden nicht gepriift. Nur iiber das 
Wachstum in Peptonbouillon kénnen noch einige Angaben gemacht werden. . 
Diese wurde in ausgedehntem Mafe zu Reinheitspriifungen der Stiimme be- - 
nutzt. In Peptonbouillon war kein ausgesprochenes Wachstum von Azo- - 
tobacter zu beobachten, Diese blieb klar, abgesehen von einem sehr charakte- - 
ristischen Bodensatz, der anomale Zellformen enthilt mit zahlreichen der von 
anderen Autoren beschriebenen »Gonidienformen“, wobei die Zellen den 
Eindruck der Auflésung machen. Eigenartigerweise war durch Abimpfung : 
von solchen 3 Monate alten Peptonbouillonréhrehen auf Normalagar sofort | 
iippigstes und normales Wachstum der entsprechenden Reinkultur zu er- 
halten. Auch Stickstoffbindungspriifungen zeigten nicht die Hemmungen wie } 
bei der Vorkultur auf Kaliumnitrat. 


— 


Auf einige quantitative Versuche iiber Wachstum bei Gabe von Stick- - 
sioffverbindungen zur Néihrlésung wird in anderem Zusammenhang am 
SchluB dieser Arbeit zuriickgekommen, 


Der Charakter der Farbstoffbildung wird auf Nihrbéden mit ge- 
bundenem Stickstoff (vergl. auch pEN DoorEn vE Jone) auffallend be- 
einflubt, Solche Kulturen zeichnen sich durch eine meist typisch hell- 
ockere bis rotbraune Farbstoffbildung aus, in Abstufungen, ent- 
sprechend den benutzten Stiimmen, jedoch nie durch ausgesprochen 
dunkle Téne. Diese Beobachtung hat u. U. Bedeutung fiir die Er- 
klarung der Verteilung des fiir die einzelInen Stiimme éharakteristischal 


freiem Substrat wieder verschwand, erscheint e 
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Farbtypus in Beziehung zur Anfangsintensitit der Stickstoffbindung, 
wie sie vorher besprochen wurde. 

_DEN Dooren pe Jona stellte auf festem stickstoffhaltigem Na&hrboden 
typische Formyeriinderungen bei Azotobacter fest, die unter normalen Be- 
dingungen jedoch wieder verschwanden, in fliissigen Nihrmedien mit tie- 
rischem Stickstoff aber auch als Fixate erschienen. In einem Fall be- 
obachtete er auch einen Verlust der Stickstoffbindungsfahigkeit, die in 
einigen Kolonien jedoch wieder regeneriert wurde. 

Die vorliegenden Untersuchungen zeigten ebenfalls das Erscheinen 
yon typischen Stickstoff-Involutionsformen, sowohl auf N&ahragar, 
als auch in Niahrlésung mit hdheren Konzentrationen Kaliumnitrat. 
Diese Formverinderungen verschwanden regelmabig sofort bei Impfung 


auf stickstofffreiem Normalagar. Doch konnte quantitativ gezeigt 


‘werden, daB eine Wirkung auf die Stickstoffbindungsfihigkeit solcher 


Kulturen vorhanden war, die sich in Form einer Hemmung der An- 


fangsintensitét der Stickstoffbindung der in Vorkultur auf Nahrboden. 


mit Kaliumnitrat gewachsenen Kulturen auferte. Das war auch schon 
bei lingerer Vorkultur auf geringeren Mengen Kaliumnitrat (z. B. 
Srapp-Ruscumann-Nitratagar mit 0,04°%0 KNO,) der Fall, auf denen 
keine auffailligen Formveranderungen, jedoch eine etwas geringere 
Lebensdauer der Kulturen im Vergleich zu solchen auf stickstofffreien 


“Nihrmedien zu beobachten waren. Soweit die vorliegenden Beobach- 


tungen zeigen, scheint fiir die Erzeugung der Wirkung weniger die 
Hohe der Konzentration an Kaliumnitrat als die Dauer der Vorkultur 
in Verbindung mit anderen Kulturfaktoren wichtig zu sein. Auferdem 
zeigte sich die Wirkung deutlicher bei Kulturen, die 4-w6chentlich tiber- 


_impft wurden, im Gegensatz zu kurzfristig tiberimpften Kulturen. Die 


beobachteten Hemmungen der Wachstumsintensitiit verschwanden nach 
24 Passagen auf stickstofffreiem Normalagar vollkommen. 

Stellen wir zusammenfassend zunichst nochmals fest, dab sich 
einige diesbeziiglich untersuchte Stiimme als vollkommen homogen 
erwiesen, dag durch Mischkultur von Stammen (gegebenenfalls tiber 


einen freilich vollig fraglichen Sexualakt) sich keine Stiimme mit neuen 


Eigenschaften: gewinnen lieBen, daB sich fiir Campher, Acenaphthen, 
Narcotinhydrochlorid und Colchicin keine eigenschaftsandernde Wir- 
kung feststellen lieb, daB Ziichtung auf bestimmter Kohlenstoffquelle, 
auf extremem pH und bei unteroptimaler Temperatur keine Hinweise 
fiir eine nachwirkende Anpassung und Anderung der Eigenschaften 
ergab. Allein die oben erwiihnte eigenschaftsindernde und einige Pas- 
sagen lang andauernde Wirkung von gebundenem Stickstoff zeichnete 
sich ab. 

Nachdem pen DoorEN DE JONG Formverinderungen als Fixate fest- 
stellte, die bei den vorliegenden Untersuchungen nicht sichergestellt 
werden konnten, andererseits jedoch hier durch quantitative Beob- 
achtungen eine Wirkung von Kaliumnitrat auf die Wachstumsinten- 


sitit bestimmt werden konnte, die zwar durch Passagen auf stickstoff- 
s nicht unwahrschein- 
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lich, daB auch fir diesen Fall die Méglichkeit des Entstehens von 
Fixaten gegeben ist. t : 

Wie vorher gezeigt werden konnte, besitzen die einzelnen Stimme 
deutliche Spezialanpassungen an bestimmte Kohlenstoffquellen. Ebens , 
koénnte man nach vorstehenden Beobachtungen und den gefundenen 
verschiedenen Eigenschaften der Stickstoffbindung der Staémme (Vari- 
ationskurve der Anfangsintensitit) auch eine rassenbildende Wirkung 
yon gebundenem Stickstoff unter dkologischen Bedingungen annehmen. 
Bei einem Organismus wie Azotobacter, mit einer extremen Speriall} 
anpassung in der Stickstoffaneignung, die sicher eine zentrale Stellung | 
in dessen Stoffwechselmechanismus einnimmt und zweifellos aus einer 
langen und gerichteten Entwicklung zum Spezialistentum He ce 
miiBte damit ein fortdauernder eminenter Ansatzpunkt zu rassen~ 


bildenden Kraften gegeben sein. ; : 


Die vorher beschriebene Hemmung durch Kaliumnitrat ist insoferm.. 


von besonderer Bedeutung, als im I. Teil dieser Arbeit gefunden wurde, 
daB sich 70 untersuchte Stiimme kaum durch ihre maximale Stickstoff- 
bindungsfihigkeit unterscheiden lassen, dagegen auffallend durch eine 
sehr verschiedene Anfangsintensitit des Wachstums und damit der 
Stickstoffbindung. Diese Unterscheidbarkeit der natiirlich vorkommen-_ 
den Stiimme liegt in der gleichen Richtung wie die vorher beschriebene 
durch Kaliumnitrat induzierte Hemmung bei Wachstum in kiinstlicher 


Kultur, welche Wirkung jedoch in vorliegenden Versuchen nicht an-__ 


dauerte. Es kénnte deshalb angenommen werden, daf die Eigenschaft 
der verschiedenen Anfangsintensitit der Stickstoffbindung bei den 
natiirlichen Stimmen als eine durch die Vorkultur unter dkologischen’ 
Bedingungen in den verschiedenen Béden bedingte Dauermodifikation 
anzusehen ist, und zwar vor allem als eine Wirkung der darin vor- 
handenen Stickstoff-Wirkungspotentiale. 


Wenn vorher die Meinung ausgesprochen wurde, daf sich woméglich 
auch direkte Zusammenhiinge zwischen den Eigenschaften der Reinkulturen 
(d.h. gleichzeitig auch mit der charakteristischen Variationskurve der Eigen-— 
schaften) und dem dkologischen Herkunftsort der Stimme aufzeigen lassen 
miiBten, so wire nach den vorstehend aufgezeigten Ergebnissen bei zu- , 
kiinftigen Untersuchungen vor allem den Stickstoffverhaltnissen in der ,,Vor-— 
kultur“, — in diesem Fall also dem Boden — besondere Aufmerksamkeit zu 
schenken, 


Auferdem ist auf Grund der vorstehend mitgeteilten Ergebnisse 2u 
fordern, daf bei allen Untersuchungen mit Azotobacter nicht nur die Kultur, 
sondern auch in gleichem Mae die Vorkultur beriicksichtigt werden mu8. 
Sicher lassen sich allein daraus bisherige Widerspriiche in der Literatur er- 


klaren, zumal Azotobacter gerade oft auf Nihrbéden mit geringen Stickstoff-_ 


mengen weitergeziichtet wurde. 


a 
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III. Fragen der Kohlenstoffokonomie in Beziehung zum Stamm- 
problem, zur Konzentration und dem Energiewert der Kohlenstoff- 
quellen und zur Aktivierung durch Pyridin. 


1. Der Verlauf der Kohlenstoffikonomie bei verschiedenen Stéimmen. 


Ks erschien nun weiterhin von besonderem Interesse, die Okonomie 
der Kohlenstoffverarbeitung, sowohl in ihrem zeitlichen Verlauf, als 
auch im Endergebnis, bei Stimmen mit verschiedenen Eigenschaften 
zu untersuchen. 

Im 1. Versuch, Tabelle VI, wurden die Verhiltnisse bei Stamm G in 50 cem 
Normalglykoselésung in 250 er Fernbach-Kolben bei 30° C mit und ohne Agar 
untersucht, und zwar innerhalb eines Zeitraumes von 3 Stunden bis 12 Tagen 
Wachstum. In einer Parallele wurde der Stickstoff nach KjELpAni bestimmt, 
in der zweiten Parallele der Zuckerverbrauch in einem Teil des Zentrifugates 
in je zwei Proben nach Berrranp. In der restlichen Substratmenge (rest- 
liches Zentrifugat + Sediment = (Z) in Tabelle VI) wurde nochmals der 
Stickstoff nach KJeLpAnL bestimmt, 


Tabelle VI. Stickstoffbindung, zeitlicher Verlauf derselben mit und ohne 
Agar und Kohlenstoffékonomie bei Glykose als Kohlenstoffquelle fiir Stamm G. 


ohne Agar Len 
dn senden | Niphag™®| Eats | 006 ar | Ninime = | E08 | Seror | ot 
ae 00 (2 \<° ¢| — 1 oom} ° C7 ee 0 
6 Std. Ae (Z| 9 ee ae @| ° 49 0 
12 Std. ; 3 (Z) 0 11 0 ae (Z) 2,70 42 6,43 
ee ae (| 270) 55 | 4,9 x73 | 880; 72 | 8,75 
pense oe 2) 4681 | 611 | 7,66 te @ | 7925 969-| 8,18 
Saat ieee (a | 7928 | 969 | 8,18 1a! (Zz) | 786 | 969 | 7,91 
Aes i q | 79:25 | 969 | 8,18 1Ptp | 7686 | 969 | 7,91 
8 Tage Lets (2) | 7925 | 969 | 8,18 oi ay | Tad | 909 | 7,99 
10 Tage ee (Z) 79,25 | 969 | 8,18 ites (Z) 77,44 | 969 7,99 
eee 1139 (z) | 78:38 | 969 | 8,09 12,89. ny | 7744 | 969 | 7,99 


Blindproben zu Tabelle VI: a) Stickstoffbestimmung: N&hrlésung ohne 
Agar = 0,7205 im Mittel, N&ahrlésung mit Agar = 1,0087 im Mittel; b) Zucker- 
bestimmung: im Mittel aus 2 Parallelen: Naihrlésung ohne Agar = 968,8 mg 
Glykose, Nahrlésung mit Agar = 968,8 mg Glykose. | 

Die Stickstoffblindwerte wurden von allen Werten in der Tabelle vorher 
abgezogen. In der Tabelle wurden 969 mg Glykose als Voligehalt der Nahr- 
lisung eingesetzt. Zur Berechnung des EiweiBkoeffizienten siehe im Text, 
- ebenso betreffend ,,(Z)“. 


382 Wituetm K, Fiscuer: t 
; - 
Fiir die Berechnung des EiweiBkoeffizienten wurde jeweils die Stickstoff- 
vollbestimmung der 1, Parallele beriicksichtigt und der Zuckerverbrauch, wie 
er sich aus den beiden nach Berrranp bestimmten Proben der 2. Parallele im 
Mittel ergab. Dadurch sind gewisse Schwankungen innerhalb der Parallelen | 
nicht beachtet, die eine Fehlerquelle darstellen kénnen (vgl. PELLEGRINI). 
Bei Vergleich der Stickstoffvollbestimmungen in Tabelle VI mit den Stick- 
stoffbestimmungen in (Z) ergibt sich jedoch, daB dieser Fehler nicht be- 
deutend sein kann, indem letztere Werte zwar fast durchweg etwas niedriger 
legen als die Vollbestimmungen, doch in einem sehr regelmasigen Verhiiltnis, 
was auf die Vergleichsméglichkeit der Ergebnisse ohne Einfluss bleibt. 

In Nihrlésung ohne Agar ist nach 3 6 und 12 Stunden Wachstum noe 
kein Stickstoff zu finden, wihrend bei 12 Stunden nur ein geringer Zucker- 
verbrauch festzustellen ist. Auch nach einem Tag ist die Stickstoffbindung 
noch minimal (0,43 mg) bei relativ hohem Zuckerverbrauch und entsprechend 
niedrigem Eiweifkoeffizienten (4,91). Die Stickstoffbindung steigt dann be@ 
ékonomischer werdendem Zuckerverbrauch (steigender EiweiSkoeffizient) 
bis zum Maximum der Stickstoffbindung mit einem Eiweifkoeffizienten von 
$18 bei vollkommenem Verbrauch des Zuckers. Dieser Wert bleibt dann 
auch konstant bis zu 12 Tagen Wachstum; nach 12 Tagen geringer Abfall 
durch beginnende autolytische Vorgainge. 

In ‘Néhrlésung mit Agar ist der Verlauf im Grundsatz dhnlich, nur 
mit der entsprechend deutlichen Agarwirkung. Auch hier ist nach 3 und 
6 Stunden noch kein Stickstoff nachzuweisen**, hingegen schon nach 3 
Stunden ein deutlicher Zuckerverbrauch. Nach 12 Stunden und einem Tag 
ist der Stickstoffgewinn ebenfalls erst gering, jedoch bei giinstiger liegenden 
Eiweifkoeffizienten als in Niihrlésung ohne Agar. Nach zwei Tagen Wachs- 
tum ist in Nahrlésung mit Agar bereits das Maximum der Stickstoffbindung 
mit dem gleichen Eiweifkoeffizienten (8,18) erreicht wie in Niahrlésung 
ohne Agar. 

Grundsitzlich besagen diese Ergebnisse, daf sowohl in Nahrlésung 
ohne als auch mit Agar Stamm G eine Induktionszeit von etwa 1 Tag 

_besitzt, in der bei noch fehlender bzw. geringer Stickstoffbindung be- 
reits Zucker verbraucht bzw. bei niedrigem Eiweifikoeffizienten (un- 
6dkonomisch) verarbeitet wird. Zwischen 12 Stunden und 1 Tag Wachs- 
tum setzt dann in beiden Fillen die Periode des groBen Wachstums 
mit steigender Okonomie der Zuckerverarbeitung ein, die jedoch in Niihr- 
lésung ohne Agar eine langsam ansteigende Kurve ergibt, die erst nach 
4 Tagen den Maximalwert der Stickstoffbindung erreicht. In Niihr- 
lésung mit Agar ist die Periode des grofen Wachstums dagegen aut 
die Zeit zwischen 12 Stunden und 1 Tag zusammengedringt und erreicht 
bereits nach 2 Tagen den maximalen Kiweifbkoeffizienten von 8, 18. Die 
von Ripper, (2) zuerst mitgeteilte Agarwirkung lift sich in vorstehen- 
dem Versuche sehr schén als stoffwechselbeschleunigende Wirkung bei 
normaler Okonomie zeigen, wobei erkannt wird, da® der Schwerpunkt 
der i ce in der Periode des groben Wachstums liegt. 

Gleichzeitig mit Stamm G wurde auch Stamm IB gepriift, ein sehr 


charakteristischer Stamm mit geringer Anfangsintensitit. Die Ergeb- 


20 > 
pe Enteartehand dem Zuckerverbrauch mii®ten mit der angewandten Be-. 
immungsmethode bereits geringe Stickstoffmengen nachzuweisen sein, 


a 
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nisse des Versuches sind in Tabelle VII zu finden. Zum Unterschied zu 


Stamm G ist fiir Stamm IB lediglich die Induktionszeit langer und der 
Anstieg in der Periode des groBen Wachstums ist langsamer. 


Tabelle VII. Wie in Tabelle VI, jedoch Stamm IB. 


pene nie | eres 
Wachstum | N.Bindung | piyeig | Zucker- Eiwei8-| N-Bindung — Fiyeig | Zucker- cea 
oder Tagen| "" ™® verbr. | koeff. in mg verbr. | koeff. 
ee loo @| 9 0} — | oo @] ° aha 
6 Std. a0 ae oe 09 poe beta 
4 ee ne @) \(s81)?| 0 3D are 32..| 0 
Lae ei yh 9p 2$t | 0 nb a) ° 53 | 0 
peliee 058 @ | 270] 68 | 428 re gq) | 88 | 16 | 468 
et tEe On @) | 268) 281 | 7,69 ee my | 4681 | 617 | 7.58 
pe Lage reo (z) | 5225, 688 8,18 | He iz | 7388 | 928 | 8,00 
#2 Tage | 10,38 64,87| 851 | 7,61 || 12,10 75,68 | 969. |. 7,81 


Blindproben und Behandlung siehe unter Tabelle VI. 


Im folgenden Versuch sollten diese Verhaltnisse nun fiir weitere Stimme 
untersucht werden, die sich charakteristisch in ihrer Anfangsintensitat unter- 
scheiden. Den Stdémmen G, SO und Koll wurden 3Stémme mit geringer 
Anfangsintensitat gegeniibergestellt (7B, J4, und JA), AuSerdem wurden ein 
Stamm von A. vinelandii (KG,) mit hoher Intensitét und ein Stamm von 
A. Beijerinckii (K;) mit geringer Anfangsintensitaét gepriift. Analysen er- 
folgten nach 2, 4, 6 und 12 Tagen. Die Methodik war die gleiche wie im 
vorigen Versuch. Aus Raummangel und der Ubersichtlichkeit wegen sind in 
Tabelle VIII nur die Stickstoffgewinne und die aus dem Zuckerverbrauch er- 


. yechneten EiweiBkoeffizenten (in Klammern) zusammengestellt. 


Fir die 3 ersten Stimme mit hoher Anfangsintensitét legen die 
Verhaltnisse wie in dem ausfiihrlich besprochenen Versuche mit Stamm 
G. Nach 2 Tagen ist bereits die maximale Stickstoffbindung erreicht. 
Bei den Stammen mit geringer Anfangsintensitét (4—6. u. 8.) sind die 
Stickstoffwerte nach 2'Tagen noch sehr niedrig. Die zugehdrigen Ki- 
weibkoeffizienten zeigen wieder deutlich (wie schon vorher bei Stam 
G und JB, in Tab. VI u. VII) die ungiinstige Okonomie zu Beginn des 
Wachstums (Induktionsperiode und Beginn der groBen Periode des 
Wachstums), wiihrend fiir 1.—3. in diesem Versuch nach 2 Tagen diese 
Periode bereits iiberschritten ist. Die Stimme mit geringer Anfang's- 
intensitit besitzen demnach eine langere Induktionszeit mit einer eben- 
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falls relativ undkonomischen Zuckerverarbeitung bis zum Beginn de 
Periode des groBen Wachstums. Auch in der Periode des groBen 
Wachstums ist der Anstieg fiir diese Stimme dann langsamer. 


Tabelle VII. Verlauf der Stickstoffbindung und Kohlenstoff6konomie bei 
acht charakteristischen Stdémmen. 


WitHeLm K. FIscueEr: 


pm 


= 


: 

Stickstoffbindung in mg, dazugehérige EiweiBkoeffizienten : 

in Klammern nach: ¢ 

Stamm — 

2 Tagen | 4 Tagen 6 Tagen 12 Tagen 

iG 12,39 ( 9,62) | 11,67 (7,56) | 11,53 (7,48) | 10,59 (7,1) 
SE, 11,10 (12,12)?"| 11,82 (7,67) | 11,82 (7,67) | 11,53 (7,48) 
3 Kol f. 9,80 ( 7,77) | 11,24 (7,45) | 12,68 (8,23) | 12,10 (7,75). 
4. IB 1,44 ( 4,92) | 12,89 (8,04) | 12,25 (7,95) | 12,39 (8,059 
5. J, 1,73 ( 5,84) | 10,09 (9,00)| 12,10 (7,90) | 12,68 (8,03) — 
6. IA 1,44 ( 38,20) 8.93 (6,81) | 11,53 (7,63) | 12,10 (7,84). 
- , 

7. KG, (A. vin.) 5,48 ( 7,06) | 11,53 (8,84) | 12,25 (7,95) | 11,83 (7,68) | 
SK, (4. Bey) 1,15 ( 7,19)?*] 3,75 (4,20) | 12,68 (8,28) | 12,25 (7,95) 


Fassen wir zusammen, dai Azotobacter eine Induktionszeit durch- 
macht, in der bei fehlendem Stickstoffgewinn bereits Zucker verbraucht_ 
wird und anschlieBend bei minimalem Stickstoffgewinn eine relativ_ 
undkonomische Zuckerverarbeitung stattfindet. Die Induktionszeit ist 
fiir einen Stamm in Nihrlésung ohne und mit Agar ungefihr gleich 
lang, die Agarwirkung ist also in der Hauptsache auf die der Induk- 
tionsperiode folgende Periode beschriinkt. Fiir verschiedene 
Stamme ist die Induktionszeit jedoch verschieden lang. Auf die Induk- 
tionszeit folgt die Periode des groBen Wachstums mit ansteigender Oko- 
nomie der Kohlenstoffverarbeitung. Diese Periode ist bei verschie- 
denen Stimmen auf kiirzeste Zeitspanne zusammengedringt und er- 
reicht den maximalen Wert bereits am 2. Tag, bei anderen ergibt sich 
ein langsamerer Anstieg. Stiimme mit langer Induktionszeit haben auch — 
eine langsamer ansteigende Kurve in der Periode des groBen Wachs- 
tums. In beiden Fallen wird ein annihernd gleicher Maximalwert der 
Stickstoffbindung erreicht bei annihernd gleicher Okonomie der Zucker-— 
verarbeitung. (Kiweibkoeffizient um 8,0). . 

Daraus ist zu folgern, daB sowohl eine bestimmte Energiemenge fiir 
die Induktionsperiode als auch fiir die Periode des groBen Wachstums— 
festliegt. Einzelne Stimme kennzeichnen sich durch langsamere oder. 
schnellere Verarbeitung der fiir die beiden Entwicklungsperioden zur 


*t Zu hoch, Fehler in der Zuckerbestimmung, Wiederholungen ergaben 
fiir Stamm SO Werte um 8 und fiir Stamm K; zwischen 3—4, 


elegant a om 
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Verfiigung stehenden Energiemengen, wobei die im zeitlichen Verlauf 
unterschiedliche Verarbeitung im Endergebnis aber gleich 6konomisch 
geschieht. Dies ist ein tiberraschendes Ergebnis. Was hier vorliegt, 
kann an dieser Stelle noch nicht gesagt werden, doch wird weiter 
unten noch darauf zuriickgekommen. 

Diese Feststellungen widersprechen Angaben von Kocu und SeybeL, die 
fanden, daB in den ersten Tagen der Kultur bei relativ geringen Mengen 
verarbeiteter Glykose je g die Stickstoffbindung bedeutend hoher war (bis 
zu 70mg N/g¢ Glykose): als im weiteren Verlauf der Entwicklung (vergl. 
jedoch Krisuwa). 


2. Versuche mit verdiinnter Kohlenstoffquelle. 


Die letzte Frage wurde auch von anderem Gesichtspunkt aus be- 
trachtet, indem gepriift wurde, ob verschiedene Konzentrationen von 
Glykose unterschiedlich 6konomisch verarbeitet werden, ob also z. B. 
bei Angebot sehr geringer Glykosekonzentration eine gréBere Menge 
Stickstoff je g Glykose gebunden wird. 

Vergleiche hierzu auch die Darstellung bei Waxksman nach Ergebnissen 
anderer Untersucher, nach der die je 1g Energiequelle gebundene Menge an 
Stickstoff bei Konzentrationserniedrigung ebenfalls steigen soll; doch liegen 
die dort gefundenen Werte je 1g Mannit (Konzentrationen zwischen 0,1— 
1,50) im Vergleich zu den in vorliegender Arbeit gefundenen Werten duferst 
niedrig und dementsprechend kénnen die Ergebnisse durch unteroptimale 
-Kulturbedingungen verursacht sein. — Diese Frage ist auch im Zusammen- 
hang mit dem Rhizosphirenproblem (vergl. Srarc, dort auch weitere Lite- 
ratur) und der Samenimpfung mit Azotobacter von Bedeutung, indem an- 

-genommen wurde, dai Azotobacter von durch die Wurzeln ausgeschiedenen 
geringen Mengen von Kohlenstoffquellen leben k6nne. 

Die Ergebnisse von 3 Versuchsserien sind in Tabelle IX, A, B, © 
“gusammengestellt. Aus Raummangel und der Ubersichtlichkeit wegen 
sind nur die aus 6—7 Parallelen gefundenen Mittelwerte der Stickstoff- 
bindung je 1g Glykose mit Angabe des mittleren. Fehlers (Fm) auf- 

gefiihrt. 

| In den Versuchen wurde entweder die Normallisung mit 2°/o Glykose 
stufenweise verdiinnt bis zu é¢iner Glykosekonzentration von 0,025 %o (Ver- 
“such A I) oder die Nahrsalzkonzentration blieb unverindert und nur die 
Glykosekonzentration wurde stufenweise verdiinnt, Die Kultur erfolgte in 
~10cem Nihrlésung direkt in den AufschluBkélbchen fiir die Halbmikro- 
_ Kjeldahlbestimmung, um Umfiillverluste zu vermeiden. Um durch Schwan- 
kungen bedingte Fehler auszuschalten, wurde mit 6—7 Parallelen fiir jede 
Konzentration gearbeitet. Die Impfung erfolgte mit Platinnadel von 2 Tage 
alter Normalagar-Kultur, Wachstum 12 Tage bei 30° C. Kontrollen zeigten, 
daB dann die Glykose restlos verbraucht war, also maximale Ausnutzung 
angenommen werden konnte. 

Die Kulturen wurden zuerst mikroskopisch beurteilt, z. T. auch der Ver- 
such gemacht, an Hand der Zellenzahl die Okonomie zu bestimmen, was 
jedoch schwierig ist, da die Zellen zusammenballen. Die Grenze der ange- 
wandten Halbmikro-Kse.pant-Bestimmung wurde vorher genau kontrolliert. 
Bei starkeren Verdiinnungen als 0,05°/0 Glykose war in den Kulturen ein 
 Stickstoffgewinn eindeutig nicht mehr nachzuweisen. 


Archiv fiir Mikrobiologie. Bd. 14. % 


386 Witueim K, FIscHER: 


Sowohl in Nihrlésung, in der alle Komponenten gemeinsam stufer 
weise verdiinnt waren (Tabelle IX, Versuch A), als auch in Nahrlosun, 
in der nur die Glykosekonzentrationen stufenweise herabgesetzt ware 
pei gleichbleibender Normalkonzentration der iibrigen Komponenten 
(Tabelle IX, Versuche B und C), ergab sich ein ziemlich gleichmabige 
Abfall des je 1 g Glykose gebundenen Stickstoffs mit abnehmender G1 
kosekonzentration. Dabei ist deutlich, daB® in allen 3 Versuchsserie1 
der Beginn des Abfalls scharf bei Konzentrationen zwischen 0.5 und 


Tabelle IX. Zusammenstellung der in vier Versuchsserien gefundenen Mittel- 
werte der Stickstoffbindung je 1g Glykose bei fallenden Konzentratione 

der Kohlenstoffquelle. 
n = Zahl der Parallelen, M = Mittelwert der Stickstoffbindung in mg j 
1g Glykose, 


5 (£2 ; . 
Pm = Bp rite 8 = mittlerer Fehler. 
n(n—1) 

eae Versuch A Versuch B Versuch C Versuch D 
in v. H. ||? M Fm n M Fm n M Fm n M Fm 
2,0 6 11,09 + 0,35/6 11,33 + 0,31 /nicht bestimmt} 1 10,59 a 
1,0 6 11,16 + 0,49/6 11,10 + 0,49|7 11,26 + 0,29|2 10,66 + 0,2 
0.5 6 11,15 + 0,83/6 12,07 + 0,75|6 10,28 + 0,62)3 11,13 + 0,1 
0,25 6 8,00 + 0,40/6 10,03 + 0,50/7 9,72 + 0,12/1 9,68 = 
0,1 6 5,20 + 1,49/6 5,19 + 0,79/7 4,24 + 0591/2 6,70 + 0,70 
0,05 6 0 — |6 O- . — 47 1,19 + .0,51}2 “1,72 + OM 
0,025 |inicht bestimmt |nicht bestimmt |7 0 bls O19 — 
Entsprechende Blindproben (ebenfalls Mittelwerte aus 6—7 Parallelen) 


wurden von den einzelnen Parallelen vor Errechnung des Mittelwertes 
abgezogen. ; 
In Versuch A Normallésung insgesamt stufenweise verdiinnt. In Ver- 


such B, C unud D nur Glykose stufenweise verdiinnt, iibrige Salzkonzentra-- 
tion normal. Z 


fee weal 


0,25°/o Glykose liegt. Die optimale Konzentration scheint zwischen 
0.5 und 1,0°o zu liegen. Jedoch sind die Werte auch bei 2°/o Glykos 
auf ungefahr gleicher Hohe. 1 
q Zu beachten ist noch, daf sich besonders bei den stiirkeren Ver- 
diinnungen innerhalb der Parallelen bedeutende prozentuale Schwan- 
kungen zeigen, was (abgesehen von der Grenzsicherheit der Bestim- 
nungsmethode) ebenfalls ein Zeichen fiir ungiinstiger werdende Lebens- _ 
bedingungen sein kénnte. Mikroskopische Beurteilungen schienen dies 
zu bestitigen. Andererseits erscheinen die Ergebnisse als Mittelwerte | 
aus 6—7 Parallelen bis zur Glykosekonzentration. von 0,1°o geniigend 
gesichert. Trotzdem wurde versucht, die vorher gewonnenen Ergeb- 
nisse noch auf anderem Wege nachzupriifen: — ‘ 
i Dazu wurden Kulturen mit je 1000 cem Nihrlésung entsprechender Ver- 
diinnungen angesetzt in je 2 groBen Fernbach-Kulturschalen aus Jenaer 20 er 


= 
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Glas von 35 cm Bodendurchmesser, die jeweils mit 2 verschiedenen Glykose- 
-verdiinnungen beschickt (Salze normale Konzentration), mit Stamm G be- 
impit und 12 Tage wachsengelassen wurden. Vor der Stickstoffanalyse 
wurden die Kulturen zur gleichmifigen Verteilung der Bakteriensubstanz 
mit Schwefelsiure angesiuert und leicht aufgekocht. Von den Kulturen mit 
2—0,25°%/o Glykose wurde in je zweimal 50ccm der Stickstoff bestimmt; 
entsprechende Blindbestimmungen wurden natiirlich abgezogen. Die Kul- 
turen mit stéirkeren Verdiinnungen wurden folgendermafen verarbeitet: 
Nach Ansiiuern und Aufkochen im Standzylinder mit Wasser auf 1000 
aufgefiillt. Nach guter Durchmischung Stickstoffbestimmung in a) 50 ccm 
davon, b) den iibrigen 950 ccm nach Abdestillation des gréften Teiles des 
Wassers. Ein entsprechender Blindwert wurde abgezogen. Nach Umrechnung 
auf je 1g Glykose gebundenen Stickstoff wurden die Mittelwerte aus a und 
b errechnet. Die Ansitze wurden fiir bestimmte Konzentrationen bis zu 
3 mal wiederholt. Siehe dazu unter n in Tabelle [X, Versuch D. Dort sind 
wie auch in den vorigen Versuchen vergleichbar die Mittelwerte mit mitt- 
lerem Fehler zu finden. . 

__ Es fanden sich bei diesen Versuchen (Tabelle IX, D) also keine Hin- 
weise dafiir, daB schwachere Konzentrationen an Glykose 6konomischer 
yerarbeitet werden als héhere, vielmehr war ein deutlich beginnender 
Abfall zwischen Konzentrationen von 0,5 und 0,25°/o, wahrend an- 
scheinend bei ungefihr 0,5%o die Optimalkonzentration liegt. Héhere 
Konzentrationen als 2°/o wurden jedoch quantitativ nicht gepriift. 

Ein dhnliches Ergebnis hatte auch die Priifung von Natriumbenzoat, 
indem gezeigt werden konnte, da Konzentrationen von 2°/o kaum ver- 
arbeitet werden, eine Konzentration von 0,5%o jedoch von allen Stémmen 
gut (siehe folgenden Abschnitt). 


3. Die Bedeutung des Energiewertes der Kohlenstoffquellen 
fiir die .maximale Stickstoffbindung. 


In Vorversuchen hatte sich ergeben, da®B der mhaximale Stickstoff- 
pindungswert fiir Stamm G (entsprechend auch fiir die anderen Stimme) 
pei 1g Mannit um 18 mg N, bei Glykose um 13,0 mg gebundenem Stick- 
stoff lag. Es war zu fragen, worauf diese Erscheinung beruht. 

Auch Kosryscuew, RysKALTScHUK und Scuwezowa fanden bei zahlreichen 
Stickstoffausbeuten, da® diese in Mannitlésung gréBer sind als in Zucker- 
lésung (nach 9 Tagen: Mannit = 20,0 mg, Zucker = 14,1 mg je 100 ccm Nahr- 
lésung mit 2/0 der Kohlenstoffquelle). Zu den Angaben MockeripGes, der ein 
konstantes Verhiltnis zwischen der Stickstoffbindung und der Verbrennungs- 
wirme von Buttersiure und Ameisensiure fand, weist WAKSMAN darauf hin, 
daB der Stickstoffgewinn sowohl vom Energiewert der Kohlenstoffquelle wie 
auch vom Grad der Verarbeitung abhingig ist. Jedoch haben Srarp und 
Ruscumann schon bemerkt, daB Azotobacter verschiedenen Kohlenstoff- 
quellen gegeniiber, die sich nur sehr gering in ihrer chemischen Konstitution 
unterscheiden, ein sehr feines Auswahlvermégen besitzt. Das konnte auch 
fiir die verschiedenen Stiimme in vorliegender Arbeit bestatigt werden, 

Man hitte die Ursachen der unterschiedlichen maximalen Stickstoft- 
pindung bei Mannit und Glykose woméglich im Energiegehalt der 


peiden Stoffe vermuten kénnen. Die Verbrennungswirme der Glykose 
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betragt 3743 cal/g, fiir Mannit 3998 cal/g. Die beiden Kohlenstotf 
quellen verhalten ‘sich also in ihren Energiewerten wie 100 : 106,8. 
wihrend sich die Stickstoffbindungswerte bei Annahme von 13 mg fir 
Glykose und 17,5 mg fiir Mannit (Mittel von den 68 in Abb. V dar- 
gestellten Stimmen genau: 17,76 mg) wie 100 :134,6 verhalten. Wie 
die Versuche tiber die Kohlenstoffokonomie zeigten, ist bei solchem 
Maximalwert die Glykose restlos verbraucht. Wire das nicht der Fall, 
so wiirde das’ Verhiiltnis fiir Mannit noch giinstiger liegen. Man sieht, 
der Unterschied in der maximalen Stickstoffbindung tat sich nicht_ 
durch den verschiedenen Energiewert erkliren. Darum mufte ver 
sucht werden, weitere Kohlenstoffquellen zu finden, die 1. eut von 
Azotobacter verarbeitet werden, 2. einen sehr abweichenden Energie- 
wert besitzen. } 

Oxalsiure schien vom Standpunkt des Wbereiswntion sehr geeignet. Di ie 
Priifung zeigte jedoch, daB diese von keinem der sOrhandeden: Azotobacter | 
Stiimme verarbeitet wird und sich auch beim Versuch, womdglich einen 
Stamm mit entsprechender Anpassung direkt auf Oxalsiiure aus dem Boden 
zu isolieren, kein Erfolg zeigte. 3 

Nachdem Winograpsky (3) zuerst zeigte, daf Benzoesiure gut von 
Azotobacter verarbeitet wird und die eigenen Priifungen das gleiche 
ergaben, jedoch mit gewissen Hinselivinkungen hinsichtlich der Konzen- 
tration (2°/o praktisch keine Verarbeitung, bei 1°/o innerhalb der Par- 
allelen bedeutende Schwankungen, 0,5°/o0 gute Verarbeitung), konnte 
diese Kohlenstoffquelle mit ihrem im Vergleich zu Glykose und Mannit 
extrem hohen Energiewert (Benzoesiiure: 6324 cal/g Verhiiltnis zum 
Energiewert der Glykose 169 : 100) zum Versuch herangezogen werden. 

Das Natriumbenzoat wurde als Benzoesiiure bestimmt: Ansiiuern der 
Lésung mit Schwefelsiure, Atherauszug (mehrfach), n/10 NaOH vorgelegt 
(Phenolphthalein als Indikator), Ather abdestilliert, heifS gegen n/10 
Schwefelsiure zuriicktitriert. Der Titrierwert der verwendeten etwa n/10 
Lauge wurde in mehreren Proben vorher gegen Benzoesiiure bestimmt und 
das Mittel daraus zugrunde gelegt. 1ccm Lauge entsprachen 12,276 mg 
Benzoesiure. Zur Uberpriifung der Eignung der benutzten Methode zur 
Bestimmung von Natriumbenzoat als Benzoesiure (1 ¢ Natriumbenzoat. 
NaC,H;0, + H,O entsprechen 0,7531g¢ Benzoesiiure) wurden eine Anzahl 
Rontrollbestimm ingen gemacht in 0,5, 1 und 2°/ciger Lésung, und es ergab — 
sich ebenso wie auch bei den nachfolgend bei den Vorsunhen aufgefiihrten 
Blindbestimmungen, da der Fehler innerhalb der 10 mg-Grenze lag. 

Im 1, Versuch (Tabelle X) wurde mit 1 °/oiger Nihrlésung ohne Agar 
cearbeitet. Die Schwierigkeit bestand darin, das schwankende Wachstum der 
Parallelen bei 1°/oiger Konzentration zu umgehen (siehe vorher), Es kam 
darauf an, die maximale Stickstoffbindung je 1g Natriumbenzoat zu er- 
mitteln, um so ein Bild von der Kohlenstoffékonomie mit Natriumbenzoat_ 
bei vollkommenem Verbrauch desselben zu bekommen, F 

Zur Bestimmung der Stickstoffbindung und des Natriumbenzoatver- 
brauches wurden 18 Kolben (die doppelte Anzahl der zur Analyse nétigen) 
angesetzt, Nach 6 Tagen war das Wachstum sehr unterschiedlich weit fort- 
geschritten und 3 Kolben zeigten iiberhaupt kein Wachstum. Nach 12 Tagen 
waren die meisten Kolben tiefbraun und gut bewachsen. Zur Analyse wurden 
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9 Kolben ausgewahlt, und zwar die im Wachstum am gleichmafigsten weit 
vorgeschrittenen Kulturen (mikroskopische Priifung und Firbung der Nahr- 
lésung). Die iibrigen Kulturen wurden ,ausgeschieden. Es wurden bestimmt: 
1. In je 3 Kulturen der Stickstoff nach KyeLpant. 2. je 3 Kulturen wurden 
zentrifugiert und darin a) der Stickstoff im Sediment, b) der Stickstoff im 
Zentrifugat bestimmt. 3. je 3 Kulturen wurden zentrifugiert und darin a) der 
‘Stickstoff im Sediment, b) die Benzoesiure im Zentrifugat bestimmt. AuBer- 
dem wurden 2 Blindproben auf Stickstoff und 3 Blindproben auf Natrium- 
benzoat ausgefiihrt. Die Ergebnisse sind in Tabelle X zu finden. 


ep Tabelle X. 
Stickstoffbindung und Natriumbenzoat-Verbrauch in 1 prozentiger Nahrlisung. 
Stickstoffbestimmungen in mg Eedrocsairebestmmugngy 
in mg 
Analysen Sediment — Zentrifugat pees 
abgezogen) . \ 

tis _ 1. Parallele: (8 Kulturen) 
1. Sediment — Zentrifugat 7,78 7,06 
2. a) Sediment 8,03 \ 7,64 6,92 
-_b) Zentrifugat ; 4,61 f 
3. a) Sediment 2,88 } 

b) Benzoesaure weniger als 5 mg 


2. Parallele: 3 Kulturen 


1. Sediment — Zentrifugat . 8,07 7,35 
2. a) Sediment 4,61 6,92 6,20 
b) Zentrifugat - 2,30 
3. a) Sediment 6,20 
b) Benzoesaure alles verbraucht 
; 3. Parallele: 3 Kulturen ‘ 
1. Sediment. — Zentrifugat || . L706 6,34 
2. a) Sediment 5,62 \ 7,49 6,77 
b) Zentrifugat 1,87 
3. a) Sediment aids 3,31 
- b) Benzoesaure alles verbraucht 


Blindproben auf Stickstoff: 0,72/0,72, im Mittel 0,72. ; 
Blindproben auf Natriumbenzoat: 50 ccm: Nahrlésung ohne Agar mit 
0,5g Natriumbenzoat entsprechen 0,375 g Benzoesiure. Zuriickbestimmt: 
372/360/272, im Mittel 368 mg Benzoesdure. ; : 
Um zu priifen, ob auch noch kleine Mengen Natriumbenzoat durch die 
Analyse erfaBt werden, wurden 20 mg Natriumbenzoat in 20cem Nahr- 
“jésung eingewogen’ und dann bestimmt: 20mg Na-benzoat entsprechen 
15,06 mg Benzoesaure. Zuriickbestimmt wurden 12,276 und 9,821 mg Benzoe- 
sdure. (Geringer Verlust beim Atherauszug!) 
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Im 2. Versuch (Tabelle XI) wurde mit 50 ccm 0,5°%ciger Nahrlésun 
gearbeitet. Vorproben hatten ergeben, daB bei dieser Konzentration co 
Wachstum einigermaBen gleichmaBig ist, auch bei weniger als 12 Taso 
Wachstum. In diesem Versuchsansatz sollte neben der maximalen Stickstoft 
bindung auch der Stickstoffgewinn und die Kohlenstoffékonomie nach 
und 6 Tagen Wachstum bestimm@ werden. Nach 3 und 6 Tagen Wachstu 
wurden wie im vorigen Versuch je 3 Kulturen, nach 12 Tagen 2 mal 3 Kul- 
turen analysiert. 

In beiden Versuchen wurde von einer 2 Tage alten Normalagar-Kultag 
von Stamm G geimpft. : 

Im Versuch mit 1-prozentiger Nihrlésung (0,5 g Natriumbenzoa 
in 50 cem) betrigt im Mittel aus 6 Analysenwerten der Stickstoffgewinn 
6.77 mg bei restlos verbrauchter Kohlenstoffquelle, also je 1g Natrium- 
benzoat 13,54mgN. Der Stickstoffgewinn im Versuche mit 0,5-pro- 
Tabelle XI. Stickstoffbindung und Natriumbenzoat-Verbrauch in 0,5 prozentig : 
Nihrlésung nach 3, 6 und 12 Tagen Wachstum. 


Stickstoff in mg 


Sediment — Zentrifugat Blindwert abgezogen 
3 Tage Wachstum 


Analysen in: 


1. Sediment — Zentrifugat 1,15 0,43 : 
2. a) Sediment 0,86 \ 1.44 0.72 0,58 im Mitte 
b) Zentrifugat 0,58 J Me : 
b 
3. a) Sediment ; 0,72 % 
b) Benzoesdurebestimmung: Noch 189,08 mg Na-benzoat vorhanden ; 
Demnach Na-benzoat verbraucht: 60,92 mg ? i 
Eiweif gebildet 3,60 mg : 
EiweiBkoeffizient 5,90 } 
6 Tage Wachstum 
1. Sediment — Zentrifugat 3,60 2,88 : 
2. a) Sediment 2,59 \ 3.46 2 ania = Mittell 
b) Zentrifugat 0,86 J : sn 5 
3. a) Sediment 2,31 i 
b) Benzoesiurebestimmung: Noch 30,98 mg Na-benzoat vorhanden 
' : 
Demnach Na-benzoat verbraucht: 219,02 mg 4 
EKiweib gebildet 18,01 mg ; 
Eiweibkoeffizient 8.22 
12 | Tage Wachstum (I) 
1. Sediment: —_ iZontmiueat, 4,03 3,31 
2. a) Sediment 2,31-) 

b) Zentrifugat 1,87 J iia Bia6 

3, a) Sediment 2.59 : 


b) Benzoesdurebestimmung: Weniger als 5 mg Na-benzoat vorhanden 
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Tabelle XI. (Fortsetzung.) 


Sti : 
Meciveen in. ickstoff in mg 


Sediment — Zentrifugat Blindwert abgezogen 


12 Tage Wachstum (II) 


1. Sediment — Zentrifugat 3,89 | 3,17 
2. a) Sediment 2,74 \ ‘ 

b) Zentrifugat 1,87 J 403° | 3,81 
3. a) Sediment 2,16 


b) Benzoesdurebestimmung: Kein Na-benzoat mehr vorhanden 


Mittel aus 4 Stickstoffbestimmungen: 3,32 mg je 0,25 g Na-benzoat 
(= 13,28 mg N/1 g Na-benzoat). 
EiweiB gebildet: 20,74 mg 
EiweiBbkoeffizient: 8,29 


Blindproben auf Stickstoff: 0,72/0,72, Mittel 0,72 mg N. 

Blindproben auf Na-benzoat: 0,25 g Na-benzoat entspricht 0,1875 ¢ 
Benzoesiure. Zuriickbestimmt: 185.0/181,6/179,4 mg, im Mittel 182,0 mg 
Benzoesiure. 


zentiger Nahrlésung (0,25 g Natriumbenzoat in 5 ccm) betragt nach 
12 Tagen im Mittel aus 4 Analysenwerten (Tabelle XII) 3,32 mg bei 
restlos verbrauchter Kohlenstoffquelle, mithin je 1 g verbrauchten 
Natriumbenzoates 13,28 mg N. 


Diese Ergebnisse zeigen einen Wert von rund 13 mg N/1g Natrium- 
benzoat, vorausgesetzt, dafs man die UnregelmaBigkeiten im Wachstum 
‘bei der weniger geeigneten hohen Konzentration von 1 % durch Aus- 
wahl von gleichmaBig voll ausgewachsenen Kulturen aus einer gréBeren 
- Anzahl zur Analyse umgeht. Rechnet man mit 13 mg Stickstoff gebunden 
je 1g Natriumbenzoat, so betrigt der Eiwei®koeffizient 8,22, liegt also 
im Endergebnis und wiahrend des Wachstumsverlaufes (siehe hierzu 
die EiweiBkoeffizienten nach 3, 6 und 12'Tagen Wachstum in Tabelle 
XI, verglichen mit denen von Glykose in Tabelle VI) auf der gleichen 
VWdhe wie bei der Verarbeitung von Glykose. 

Sehr auffallend ist bei diesen Versuchen, daf sich in den Kulturen mit 

Ta-benzoat ein relativ hoher Anteil des Stickstoffs im Zentrifugat findet, im 
Gegensatz zu dihnlichen Kulturen mit Mannit und Glykose. Es liegt die Ver- 
mutung nahe, daB dies in einem gewissen Zusammenhang mit der Farbstoff- 
pildung in diesen Kulturen steht, Die starke tiefschwarze Verfarbung 
(Zwischenténe beim Erscheinen: eriinlich-rétlich-braun) ist namlich juBerst 
‘charakteristisch fiir die Kulturen mit Na-benzoat, wobei der Farbstoff in das 
Nihrmedium diffundiert im Gegensatz zum normalen zellgebundenen Farb- 
stoft von A. chroococcum bei Wachstum auf Mannit oder Glykose. Nachdem 
bereits Ripper, und Lupwie die Méglichkeit von Beziehungen der Farbstoff- 
bildung von A. chroococcum zum Tyrosin und Melanin besprachen, ergibt 
sich aus vorstehender Beobachtung woméglich ein weiterer Hinweis zu ring- 
_-férmigen Verbindungen, bzw. zu einem heterozyklischen Einbau des Stick- 
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stoffes. Auch A. agilis mit stark diffundierendem griinen Farbstoff zeig 
bedeutende Stickstoffmengen in den Kulturfiltraten (MoLéR), 4 
Die vorigen Ergebnisse bestitigen die Eignung von Natriumbenzoat_ 
als Kohlenstoffquelle fiir Azotobacter, wie sie von WINOGRADSKY ange- 
geben wurde, vorausgesetzt, daB man eine geeignete Konzentration 
wihlt. Hinsichtlich unserer eigentlichen Fragestellung war das Er- 
gebnis allerdings negativ: Die bedeutend hdhere Verbrennungswarme 
des Natriumbenzoates bewirkt je 1g keine hdhere Stickstoffbindung 
gegeniiber Mannit oder Glykose. . 
In Tabelle XII ist nochmals die Okonomie der EiweiSbildung mit 
Mannit, Glykose und Natriumbenzoat zusammengestellt. 


iad 


ad Naas 


' Tabelle XII. Zusammenstellung der Gkonomie der Eiweifbildung 
mit Mannit, Glykose und Na-benzoat als Kohlenstojfquellen. 


(Mittelwerte zugrunde gelegt, wie sie sich aus Analysen dieser Arbeit ergeben.) 


ete 


Wecvrennnige N-Bindung FiweiB EiweiBSkoeff. i 
Kohlenstoffquelle wiciae ch ie in mg EiweiBkoeff. esas ein Be : 
Mannit | 3998 cal/g 17,5 109,37 10,94 14,38 j 
Glykose 3743 cal/g 13,0 81,25 8,12 10,56 
Na-benzoat 6324 cal/g?s 13,0 81,25 8,12 9,51 


AuBerdem kénnen durch die bestimmte Trockensubstanz indirekt auch 
Glycerin und Athylalkohol verglichen werden. Als Mittelwert fiir 1g Gly-— 
kose ergab sich etwa 0,12g¢ Trockensubstanz. Fiir die Stémme KG, und 
IB, die Glycerin verarbeiten, ergab sich als Mittelwert 0,11 g, fiir Athyl- 
alkohol etwa 0,09¢. Glycerin hat einen Energiewert von 4317 cal/g, Athyl- 
alkohol von 7140 cal/g. Auch bei Beriicksichtigung dieser Kohlenstoffquellen 
ergeben sich keine anderen Gesichtspunkte als vorher. ; 


4. Versuche mit Pyridin und Azotobacter-Kochsaft. 


Es war nun noch zu fragen, inwieweit der gréBere Gehalt an Wasser- 
stoff im Mannit (2 H-Atome mehr gegeniiber Glykose) fiir die giinstige 
Wirkung dieses Alkohols verantwortlich ist. “|g 

Diese Frage scheint nicht wnberechtigt, da R. Nitsson die Bedeutung und | 
das Vorkommen von Co-Zymase in auf Glykose geziichtetem Azotobacter 
zeigte. Er nimmt auf Grund von Beobachtungen auch gegeniiber Mannit an: 
»>++ die Aufgabe der Co-Zymase und des entsprechenden Fermentsystemes — 
scheint demnach in Azotobacter nicht ausschlieBlich darauf beschrinkt zu_ 
sein, die Glykose und deren Abbauprodukte zu verarbeiten. Es ist nicht un- 
wahrscheinlich, dafs die Co-Zymase im Stoffwechsel der Zelle eine so allge- 
meine Funktion hat, daB sie im Bakterienkérper immer bei Ziichtung auf den ; 
verschiedensten Substraten synthetisiert werden muB.“ q 


* Siehe Ripret und Nazet. Die verschiedenen Kohlenstoffquellen ent- 
halten ungleiche Mengen an Kohlenstoff. Diese Verhiltnisse miissen zum — 
Kohlenstoffgehalt des Eiweifes in Beziehung gesetzt werden, um eine tat-_ 
sichliche Vergleichsméglichkeit zu erhalten. Mannit enthilt 39,56, Glykose — 
40,0, Na-benzoat 44,4 und Eiweif 52.0) Kohlenstoff. 

*8 Es wurde der Wert fiir Benzoesiure eingesetzt. Der genaue Wert ; 
fiir Na-benzoat stand nicht zur Verfiigung; er mu etwas geringer sein, was 
aber auf die obigen Vergleichsméglichkeiten ohne EinfluB. bleibt. 
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RiprEL-Batpes, Srarc und KouLer andererseits fanden, daB geringe 
Mengen von Pyridin, das von Azotobacter nicht als Stickstoffquelle benutzt 
wird, eine auffallende férdernde Wirkung auf das Wachstum dieses Mikroben 
in den ersten Tagen zeigen. Es wurde von diesen Untersuchern die Meinung 
ausgesprochen, daf dies durch Wasserstoffiibertragung wirken kénne, zumal 
diese Wirkung auf Grund der Rolle des Pyridinkernes in der Co-Zymase 
durchaus méglich erscheint. 

Man vergleiche weiter dazu auch die von Wivocrapsky (7) angenommene 
»Azohydrase“, die unter Dehydrierung des Substrates und Bindung des akti- 
-vierten Wasserstoffes an freien Stickstoff die Ammoniaksynthese kata- 
lysieren soll. Rasornowa fand, daB der Bindungsprozef von atmosphirischem 
Stickstoff das Oxydations-Reduktionspotential beeinfluBt. Vergleiche weiter: 
Kuso, auch Bacu und Mitarbeiter, deren Angaben jedoch von Rosera@ nicht 
bestatigt werden konnten, weiter Co-Enzym R von ALLISON (zit. nach NILsson). 

Die Frage der Pyridinwirkung sollte noch eimmal unter Beriick- 
sichtigung von Stémmen, die sich im normalen Verlauf ihrer Stickstoff- 

| bindung deutlich unterscheiden, gepriift werden. Man kénnte auf Grund 
der vorher erwahnten Vorstellungen tiber die Pyridinwirkung annehmen, 
daf unter Umstanden die geringe normale Anfangsintensitaét von Stamm 
7B im Gegensatz zu Stamm G durch die Pyridinwirkung ausgeglichen 
werden kénnte, da diesem Stamm mit geringerer Anfangsintensitaét der — 
Stickstoffbindung womdglich ein die Wasserstoffiibertragung akti- 
vierender Faktor mangele. Dafiir kénnte auch eine vorher bei den Ver- 
suchen iiber die Kohlenstoffékonomie gemachte Beobachtung sprechen, 
da8 bei Stéimmen sowohl mit geringer als auch groBer Anfangsinten- 
sitit der Stickstoffbindung und entsprechender Kohlenstoffverarbeitung 
im Endergebnis der EiweiSkoeffizient annahernd der gleiche ist, also 
der schnellere Stickstoffansatz nicht etwa durch einen gréBeren Energie- 
verlust erkauft wird. Man kénnte annehmen, daB diese auffallende Er- 
-scheinung durch ein katalysierendes System verursacht ist, das dem 
Stamm mit der geringen Anfangsintensitat fehlt. 

‘In Tabelle XIII sind die Ergebnisse eines Versuches mitgeteilt, in dem 
die Stémme G und IB in Normallésung mit 0,1%o Agar, ohne CaCO,, ohne 
und mit Pyridin nach 2, 4, 6, und 12 Tagen gepriift wurden. Die Bestimmung 
des Eiweifstickstoffes erfolgte mit der Kupferfillungsmethode nach BarnsTEIN, 

Nach 2 Tagen zeigt Stamm G, der Stamm mit der gréSten Anfangs- 
intensitit, eine deutliche, nach 4 Tagen nur noch eine geringe For- 
_derung in den Kulturen mit Pyridin; nach 6 Tagen stehen die Ergeb- 
nisse von ohne und mit Pyridin gleich. Nach 12 Tagen ist ein friiher 
beginnender deutlicher Abfall der Kulturen mit Pyridin sichtbar. Diese 
Ergebnisse bestitigen vollkommen die Angaben von RippEt-Ba.DEs, 
Srarc und Ko6uter. 

Stamm-IB jedoch, mit geringer Anfangsintensitat, reagierte ganz 
anders. Nach 2Tagen Wachstum erscheint zwar im Mittelwert eme 
sehr geringe Férderung der Kulturen mit Pyridin. Betrachtet man 
jedoch die 4 Parallelen, so wird klar, da® dieses Ergebnis nicht ein- 
deutig ist. Nach 4, 6 und 12 Tagen sind die Kulturen mit Pyridin deut- 
lich im Nachteil gegeniiber den Kulturen ohne Pyridin und selbst nach 
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Tabelle XII. Versuch mit Pyridin: 0,05 cem/100 ccm sAhetat al 
Priifung von Stamm G und IB. 


a 


EiweiBstickstoff in mg 
Wachstum || ene: Stamm IB 
in Tagen 
ohne Pyridin mit Pyridin ohne Pyridin | mit Pyridin 
2 4,04 5,33 1,73 1,73 
3.89 396 663 289 139 1452 166 169 
4 8,36 8,21 m 11,10 6,77 
764 8000 gag 872 677. 894 562 619 
6 10,95 10,23 10,38 5,76 
10,66 10:81 11.67 1095 9,65 10,01 5.91 584 
12 10,95 _ 9,80 11,67 8,93 : 
11,19 2102 994°C BOT apg eka? 9,65 929 — 


Nihrlésung: Glykose 2°/o, K,HPO, 0,1 °%o0, MgSO, 0,05 °%/o, FeSO,. 7H,0 
0,01 °/o, Na,Mo0, . 2H,0 0,5 mg/%o, Agar 0,1 %o. 

Blindproben: Eiweifstickstoff in Nahrlésung ohne Pyridin 0,72/0, 72, mit 
_ Pyridin 0,72/0,72 = im Mittel 0,72 mg, von den Werten in der "Tabelle ab- 
gezogen. 

Eine Gesamtstickstoffbestimmung fiir Stdnitn G nach 12 Tagen Wachs- 
tum betrug: Nahrlésung ohne Pyridin: 10,66/11,67, im Mittel 11,17mg N. t 
Nahrlésung mit Pyridin: 11,38/12,54, im Mittel 11 96mg N. 


12 Tagen ist noch nicht der Maximalwert des Eiweifansatzes erreicht. 
Demnach wurde StammIB entweder iiberhaupt nicht durch Pyridin — 
gefordert, oder aber das Optimum der Pyridinwirkung lag bei diesem 
Stamm bei einer anderen Pyridinkonzentration. 

In weiteren Versuchen wurde darum das Verhalten von Stamm IB gegen 
iiber verschiedenen Pyridinkonzentrationen gepriift, dabei auch gering ergs | 
Mengen wie 0,01 und 0,005 cem je 100 cem Nihrlésung. Auch hier zeigte sich 
keine Wirkung des Pyridins, Die Ergebnisse sind hier nicht besonders auf- 
gefiihrt, in weiterem Zusammenhang ergibt sich dag gleiche nochmals, 

Auf ein Ergebnis der Tabelle XIII mu8 noch hingewiesen werden. — 
Stamm G zeigte in diesem Versuch nicht die charakteristische Wachs: — 
tumskurve, Sonst erreicht dieser Stamm nach 2 Tagen fast das Maxi- 
mum der Stickstoffbindung in Niihrlésung mit 0,1°%o Agar. Es wurde ~ 
vermutet, dafi das Fehlen von Calciumearbonat in der Niihrlésung da-_ 
fiir verantwortlich sei. In den Versuchen von Ripper, Starc und | 
KOHLER ist dieses Hak Vomua weil die Agargabe angeblich die CaCQ,- 
Wirkung ersetzt (bzw. Ca-Wirkung?). Um niheren ‘AufschluB dartibers 


zu bekommen, wurde ein entsprechender Versuch eingeschoben. (Ta-— 
belle XIV). 


Wir sehen also, daB in Nihrlésung mit und ohne CaCO, der erreichte 
Maximalwert nach geniigend langer Kulturdauer praktisch gleich ist. Bei 2- 
und 4 Tagen finden wir jedoch eine bedeutende Begiinstigung der Kul-— 
turen in Normallésung mit Agar und mit CaCO,. Mit Mannit als Energie-— 
quelle ist die CaCO, -Wirkung in den ersten Tagen des Wachstums noch — 

; 
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weit ausgepragter, und selbst nach 12 Tagen hat die Kultur ohne CaCO, 
roch nicht den Maximalwert erreicht, wiihrend bei Glykose schon nach 
6 Tagen die Werte gleich stehen. 


Tabelle XIV. Ndhrldsung mit 0,1°/0 Agar, mit und ohne CaCO,, Glykose 
und Mannit als Kohlenstojffquellen, Wachstum nach 2—12 Tagen. Stamm G. 


ehieolmediminiig in my 
Tage Glykose Mannit 
ohne CaCQOs mit CaCOs ohne CaCOsz mit CaCOs 
ec er en ee 
ea cera eee 
6 ae 12,10 we 11,67 ee 13,48 ite 17,06 
HEI aaa HA aoe] HSS as ERE na 


Nihrlésung: Glykose 2° (bzw. Mannit), K,HPO, 0,1°%, MgSO, 0,05 °%/o, 
FeS0,.7H,O 0,01 °%, Na,MoO,.2H,0 0,05mg/%o, Agar 0,1%o, und mit 
oder ohne 0,10 CaCO,. 50cem Nihrlésung in 250er Erlenmeyer, beimpft 
mit Stamm G, Temperatur 30° C. 4 Stickstoffblindproben im Mittel 0,72 mg, 
von den Werten in Tabelle XV abgezogen. 


Daraus ergibt sich also, da8 zwar die CaCO,-Wirkung bei geniigend 
langer Kulturzeit durch die Agargabe ersetzt wird, jedoch nicht in den 
ersten Tagen der Kultur, in denen das CaCO, deutlich wachstums- 
beschleunigend wirkt. Gerade aber die gleiche Wirkung im gleichen 
Zeitabschnitt ist auch fiir die Pyridinwirkung kennzeichnend. Kulturen 
mit und ohne CaCO, kénnen also hinsichtlich der Pyridinwirkung nicht 


‘direkt miteinander verglichen werden. 


Jedoch fanden Ripper, Starc und Kouter auch bei dem in ihrer Ta- 
belle IV mitgeteilten Versuch in Nahrlésung mit Agar und CaCO, deutlich 


die Pyridinwirkung. Die dort erreichten EiweiBwerte erscheinen jedoch 


insgesamt unter Beriicksichtigung der giinstigen Nihrlésung und der langen 
Wachstumszeit (5 Tage) gering. Zweifellos wurde mit einem Stamm geringer 


 Anfangsintensitit gearbeitet. (Wahrscheinlich mit Stamm J der vorliegenden 


Untersuchungen ?). 
Ein entsprechender Kontrollversuch konnte durch die folgenden Ereig- 


_nisse im Friihjahr 1945 nicht mehr durchgefiihrt werden. AnschlieBend konnte 


durch Ausfall der Gasversorgung nur noch mit Trockensubstanzbestimmungen 
gearbeitet werden. Hin dreimaliger Versuch, die Trockensubstanz auch in 


‘Nahrlésung mit Agar zu bestimmen zeigte, daB das nicht méglich ist. Das Se- 


diment wurde bis zur Konstanz getrocknet. Dabei zeigte sich tiberraschender- 
weise, daB unbeimpfte Kontrollen pbedeutend mehr Trockensubstanz ergaben, 


als entsprechende mehrere Tage mit Azotobacter gewachsene Kulturen. Eine 


Beurteilung dieser Beobachtung muf weiteren Untersuchungen vorbehalten 


_ werden. 
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Die weiteren Versuche wurden darum durch Trockensubstanzbe-_ 
stimmung in Normallésung mit CaCO, jedoch ohne Agar ausgewertet, | 
In dieser Nihrlésung verliuft das Wachstum natiirlich langsamer-. 
Neben Pyridin wurde dabei Azotobacter-Kochsaft gepriift. — ¢ 
Auf die Angaben von R. Nitsson iiber das Vorhandensein von Cozymase 
in Azotobacter wurde schon hingewiesen. Dieser Autor laiBt die Frage der | 
Beziehung der Co-Zymase zu einer von ALLIson, Hoover und Burk (siehe auchf 
ALtson und Hoover, zit. nach Nitsson) in Azotobacter gefundenen atmungs-_ 
fordernden Substanz offen, Diese soll im wachsenden Azotobacter syne 
thetisiert und reichlich abgegeben werden, hitzestabil sein und wird als Co- 
Enzym R. bezeichnet (der Co-Enzym-Begriff angeblich jedoch in weiterem 
Sinne gebraucht als iiblich). ; ; i 
Man konnte annehmen, daf z.B. ein solcher aktivierender Faktor 
bei Stamm G vorhanden sei, bei Stamm IB jedoch nicht. an 
Herstellung des Kochsaftes: Massenkultur in Normalglykoselésung, 6 
Tage Wachstum. Zwei Stunden bei 2 atii im Autoklav. Dann 48 Stunden im 
Standzylinder bei kiihler Temperatur absitzen lassen, dekantiert und zentri-_ 
fugiert und das ziemlich klare Zentrifugat zur Herstellung der Nahrlésung 
benutzt. wi : 
In mehreren Versuchsserien, die hier nicht einzeln aufgefiihrt werden 
k6nnen, zeigte sich bei Priifung nach 2, 4, 6 und 12 Tagen Wachstum, dai bei 
Stamm G eine Wirkung des Pyridins vorhanden ist und auch eine gleiche 
Wirkung durch 5ccem Kochsaft desselben Stammes in 50 ccm Nihrldsung 
erzielt wird. Bei Stamm 1B ist keine wachstumsférdernde Wirkung des Pyri- 
dings zu finden und auch keine Wirkung des Kochsaftes von Stamm G. Die 
Ergebnisse kehren auch in einem folgend angefiihrten Versuche sehr schén 
wieder, bei dem nur der Zeitpunkt von 4 Tagen Wachstum herausgegriffen 
wurde, an dem die Wirkung bei den angewendeten Versuchsbedingungen am 
deutlichsten hervortritt, wie die vorgenannten Versuche zeigten. AuBerdenr 
wurden in diesem Versuche noch verschiedene Konzentrationen Pyridin und 
Kochsaft von beiden Stimmen und gleichzeitig die Wirkung von Kalium- 
nitrat und Pepton gepriift. 
Die Ergebnisse sind in Tabelle XV zu finden und zeigen erneut eine 
Wirkung von Pyridin bei Konzentrationen zwischen 0,01—0,1 eem/ 
100 ccm Nihrlésung auf Stamm G, die gleiche Wirkung von 5 ccm 
Kochsaft G in 50 ccm Nihrlésung auf den gleichen Stamm, eine sehr 
geringe Wirkung von 0,1 ccm Kochsaft G in 100 cem Nahrlésung und~ 
von 10 cem Kochsaft G in 50 ccm Nihrlésung. Zugabe von Kochsaft 
/B scheint keine Wirkung zu haben 24, 1 


Bei Stamm IB zeigt sich keine deutliche Wirkung des Pyridins, auch” 
nicht bei Zugabe von nur 0,01 cem in 100 eem Nahrlésung. Der wenig” 
héher liegende Wert bei 3) in Tabelle XV ist unter Beriicksichtigung 
aller iibrigen Ergebnisse, auch der vorgenannten Versuche, zweifelhaft.. 
Zugabe von 10 cem Kochsaft G in 50 cem Nihrlisung, 5 cem Kochsaft 


4 


*4 Der Mittelwert bei Zugabe von 5 cem in 50 cem Nahrlésung liegt zwar 
etwas tiber dem der Kultur ohne Zusatz, aber das ist kaum als eine spezi- 
fische Wirkung anzusehen, besonders bei Vergleich des hohen Wertes bei 


entsprechender Zugabe von 5ccm Kochsaft G zu G, mit sehr gut tiberein— 
stimmenden  Parallelen. : 


ope ae ani 


IB in 50 com. Nahrlésung und 10ccm Kochsaft 7B in 50cem Nihr- 
losung zeigt eine auffallende Hemmung. Besonders bei Zugabe von 
Kochsaft 7B sind die Trockensubstanzwerte duBerst gering. Was hier 
vorliegt, kann noch nicht gesagt werden. 


Tabelle XV. 
; Stamm G und IB nach 4 Tagen Wachstum in Ndhrlésung ohne Agar. 
Zugabe von Pyridin, Kochsaft von Stamm G und IB und KNO, und Pepton. 


Behaudiung der ‘Nahrlésung Trockensubstanz in mg, Blindwerte abgezogen 


Stamm G Stamm IB 
re a eee 
eri cmarmae | Bk ts | BE as 
700 com Nabriosung ms 700 | arg AB 
: tio dem Nahavsung : | ges O88 ogg «Ba 
© jo 160 com Neheldsung sig | aly 888 
ihivtem Naneinsing <7 vay A | ga At 
. ar So Nu aout i i iS Se D0 at 
De ee eo Les 8 
Pee cr iemtining 2h one Ue ews Pe sae NO 
Peer | Bk we |e om 
eld. Rie oe Pepton je 100 ccm cae 90,7 DDO, ate 61,6 
abrlosung 3 65,0 


Blindproben zu 1. 18,0/18,7, im Mittel 184, zu 5. 17,9/18,2, im Mittel 18,1, 
zu 6, 22,0/22,0, im Mittel 22,0, zu 7. 33,0/38,3 im Mittel 35,7, zu 8. 21,8/20,5, 
im Mittel 21,2, zu 9. 26,2/25,9, im Mittel 26,1, zu 10, 18,9/19,6, im Mittel 19,3, 
“zu 11. 20,2/21,0, im Mittel 20,6. Diese Werte wurden von den Ergebnissen 
in der Tabelle abgezogen. 


& 
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Die Zugabe von KNO,-Stickstoff und Pepton-Stickstoff bewirkt 
ebenfalls eine Wachstumsbeschleunigung, die sogar noch gréfer ist 
als diejenige von Pyridin und Kochsaft. Diese Wirkung ist jedoch bei 
peiden Stiimmen gleichermafen vorhanden. Das zeigt, daB die vorher 
beschriebene Wirkung des Pyridins und des Kochsaftes nicht auf einer 
Stickstoffwirkung beruht. 

Fiir Pyridin war von Riprei-BALpDEs, STARC und Kéuter schon auf an- 
derem Wege gezeigt worden, da nicht der Stickstoff des Pyridins wirkt. 
Auch fiir den Kochsaft war das zu beriicksichtigen, denn zweifellos sind 

_ darin auch gewisse Mengen von Stickstoffverbindungen vorhanden. 
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Fassen wir die Ergebnisse dieser Versuche zusammen: Calcium. 
carbonat in Nihrlésung mit Agar wirkt wachstumsbeschleunigend. In 
den ersten Tagen des Wachstums kann CaCO, nicht durch Agargab 
ersetzt werden. Die von Rirpet-BaLpEs, STARC ‘und KOHLER mitgeteilte 
wachstumsfordernde Wirkung des Pyridins auf Azotobacter in donk 
ersten Tagen des Wachstums in Nahrlésung mit Mannit laBt sich auch | 
in Nahrlésung mit Glykose nachweisen, jedoch nur fiir Stamm G (den 
Stamm mit der héchsten Anfangsintensitit), nicht aber fiir Stamm 1B, 
einen Stamm mit geringer Anfangsintensitiit des Wachstums. Gena 
wie Pyridin wirken bestimmte Mengen Kochsaft von Stamm G, nicht 
aber Kochsaft von /B. 


Es erscheint nach den vorherigen Ergebnissen méglich, da in 4zo 
tobacter, Stamm G, ein natiirlicher, den Stoffwechsel bzw. die Stick-_ 
stoffbindung aktivierender Faktor vorhanden ist, dessen Wirkung- 
weiter durch Pyridin verstirkt wird und dementsprechend auch ein 
wirksames Eingreifen des Mehr an Wasserstoff im Mannit gegeniiber 
Glykose nicht unméglich erscheint, wie es als Ausganspunkt fiir diese” 
Untersuchungen vermutet wurde. Dieser ,,Aktivator“ scheint also i 
manchen Stimmen natiirlich vorhanden zu sein bzw. gebildet zu 
werden, in anderen nicht. Stamm G, der diesen besitzt, zeichnet sich 
durch grobe Anfangsintensitat der Stickstoffbindung aus, im Gegensatz 
zu Stamm IB, der ihn nicht besitzt. In solechem Stamm kann die Wir 
kung nicht etwa durch Gaben von Pyridin oder Kochsaft eines” 
Stammes hervorgerufen werden, der dieses Wirksystem natiirlich be 
sitzt. : 


Die letztgenannte Erscheinung ist am schwierigsten zu erklarenl 
und die vorliegenden Untersuchungen lassen noch nicht klar ent- 
scheiden, welche Gesichtspunkte der folgenden Erérterung wirklich 
zutreffen und ob die Verhiiltnisse nicht noch weit verwickelter liegen. 
Beide Stéimme verarbeiten grundsiitzlich Glykose und Mannit, nur der. 
zeitliche Verlauf ist verschieden. Man miiBte deshalb fiir beide Stimme 
einen gleichen normalen Grundstoffwechsel-Mechanismus (Enzymsystem) 
annehmen, der sich in einem Punkte jedoch bei Stamm G durch einen’ 
weiteren Faktor X unterscheidet, der die normale bei Stamm G vor-. 
handene Wachstumsbeschleunigung im Vergleich zum Stamm IB best 
dingt. { 

: 


Auffallend ist nun, dag diese bereits vorhandene Aktivitiit des” 
Stammes G durch Pyridin und durch Kochsaft des gleichen Stammes 
noch weiter aktiviert werden kann, Stamm IB jedoch nicht. Man 
kénnte demnach annehmen, daB das Vorhandensein des vorher ger 
nannten Faktors X baw. eines Teiles desselben also Voraussetzung fiir 
das weiter aktivierende Eingreifen des Pyridins ist, und man kann aus 
der gleichen Wirkung des Kochsaftes von Stamm G schlieBen, dah das 
Pyridin bzw. eine entsprechende Wirkgruppe natiirlich bei Stamm Gi 
vorhanden ist, und dann auch als Kochsaft-Faktor erscheint (thermo-- 
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stabil) und so bei Zugabe von Pyridin bzw. dem Kochsaft-Faktor die 
bereits vorhandene Aktivierung bei Stamm G weiter verstiirkt wird. 

__ Ferner ergibt sich, daB Stamm IB den Kochsaft-Faktor nicht be- 
sitzt und auch keinen Rezeptor dafiir (nach der vorher gewiihlten Be- 
zeichnung und Vorstellung also Faktor X), ebenso wenig wie fiir Py- 
ridin. Dieser Faktor X ist nicht mit dem Kochsaft von G auf Stamm IB 
libertragbar und dementsprechend ist anzunehmen, da er thermolabil 
oder stammspezifisch oder beides ist. 

In den vorigen Erérterungen ist also grundsiitzlich ein Zusammen- 
hang zwischen der bereits natiirlich vorhandenen Aktivitiit (Aktivie- 
rung?) des Stammes G und-der nachfolgenden weiteren Aktivierung 
durch Pyridin und Kochsaft G angenommen, was auch am wahrschein- 
lichsten sein diirfte, da das wirksame Prinzip (oder ein Teil desselben, 
Siehe vorher) sich ja auch im Kochsaft von Stamm G findet und nur 
auf Stamm G wirkt, nicht aber auf Stamm JB und nicht im Kochsaft 
von JB vorkommt. 

Auf Grund der vorliegenden Ergebnisse kann noch nicht entschieden 
werden, welche Vorstellungen wirklich zutreffen und ob der Wirkungs- 
mechanismus nicht noch weit komplizierter ist. Man denke nur an die 
Unterschiede der Stimme in der Verarbeitung verschiedener Kohlen- 
stoffquellen. Stamm IB verarbeitet z.B. Glycerin, Stamm G nicht. Es 
scheint deshalb ohne weitere Beobachtungen zwecklos, weitergehende 
Méglichkeiten von Wirkungsmechanismen zu erértern. 

Jedenfalls geben die vorstehenden Ergebnisse einen ersten Hinweis 
fiir eine stoffwechselphysiologische Erklirung der im I. Teil dieser 
Arbeit gefundenen charakteristischen Unterschiede in der Eigenschaft 
der Anfangsintensitit der Stickstoffbindung aller Stiémme. Bei Be-- 
sprechung des Verlaufes der Kohlenstoffékonomie 'konnte gezeigt 
werden, da8 der schnelle Wachstumsanstieg bei Stamm G in den ersten 
Tagen im Vergleich zu Stamm IB nicht etwa durch einen sich auf die 
Gesamtleistung bemerkbar machenden Energieverlust erkauft wird. So 
ergibt sich auch dafiir eine Erklirung, indem gezeigt werden konnte, 
daB bei Stamm G ein den Stoffwechsel katalysierendes und aktivie- 
rendes System wirksam ist, das zweifellos zeitsparend und dadurch, 
bezogen auf die Zeiteinheit, 6konomischer arbeitet?>. 


5. Priifung von Mannit verschiedener Herkunft. 


Im Mannit konnten u. U. wachstumsférdernde Stoffe vorhanden sein und 
dadurch die hdhere Stickstoffbindung je g im Vergleich zu Glykose bedingt 
sein. Mannit wird nimlich meist als Naturprodukt gewonnen. Von Interesse 
wiire eine Priifung von synthetischem Mannit gewesen, der aber leider nicht 
zur Verfiigung stand. Es wurden deshalb aus Manna gewonnener Mannit 
(Spiritus recryst.) der Firma Merck und aus biologischer Synthese (Pilz) ge- 

25 Khnlich wie auch Borrets zeigte, daB durch die katalysierende Wir- 
kung des Molybdins ein d6konomischerer Kohlenstoffverbrauch stattfindet 
[O/N = 24/1 (88/1)]- 
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wonnener Mannit der Firma Henkel verglichen. Die Ergebnisse der Stick- 
stoffbindungspriifung nach 2 und 7 Tagen stimmten vollkommen iiberein, 


6. Priifung der Wirkung von gebundenem Stickstoff 5 
auf die Grége des Wachstums bei Vergleich von Mannit und Glykose. 


Von besonderem Interesse fiir die Frage der héheren EiweiBbildung 
je Einheit Mannit gegentiber Glykose war auch die Frage, wie sich 
dieses Verhiltnis. bei Gabe von gebundenem Stickstoff gestaltet, und 
zwar bei Konzentrationen, durch welche die Assimilation des elemens| 
taren Stickstoffes sistiert wird, bzw. die ausreichend sind, den er) 
samten Stickstoffbedarf zu decken. 

Kostyscuew und Mitarbeiter fanden: Bei Nahrlésung mit > 15 mg NHs- 
N/100 cem wird die Stickstoffbindung sistiert; bei Gehalt von 24 mg Nitra 
Stickstoff/100 cem mit 2°/o Mannit ist keine Stickstoffbindung méglich. Die 
gleiche Menge Peptonstickstoff hatte keinen EinfluB. Wivocrapsky und ZIE-_ 
MECKA fanden Sistierung der Stickstoffbindung, wenn mehr als 1,5 Teile Nitrat 
auf 100 Teile Mannit gegeben wurden. Burk und LINEWEAVER geben die zur 
Sistierung der Stickstoffbindung nétigen Mengen mit 0,5—1 mg schnell ver- 
fiigbaren gebundenen Stickstoff an. Sie fanden ebenso Wirkung von NH,- 
Stickstoff, keine von Pepton. Vergl. weiter Hanzawa, ebenso Zoonp (zit. nae 
RippEL) ebenso FULLER und RETTGER. 


+ 


F : : 
Tabelle XVI. Wirkung von gebundenem Stickstoff ¥ 
auf die maximale Trockensubstanzbildung bei Mannit und Glykose. 
Stamm G » F 
ee 
Wachstum Stickstoff gegeben Trockensubstanz in mg *> ‘ 
in Tagen in mg je 100 ccm Munait Gl 4 
coke ykose 
2 _ Se —a~4 57,1 é %. 

63,2 60,2 
4 — 196,2).."% 97,2 : : 
140.9}. 195,9°.| 93,0 . SOL 
122,2 3 
6 pe 143,8”  148,8 107,9 g 
. ; 400,0 “5 4040s 
12 = 142,8 108,8 

‘ d 28 ? 

1560 4%" | 103g 1088 


26 6 Das ( Calciumearbonat der Lésung wurde vor der Bestimmung der 
Trockensubstanz durch Zitronensiiure celist. Acht Blindproben ergabea 
sehr gut iibereinstimmende Werte (Mittel 9,3 mg). In der Tabelle ist dieser 
Betrag nicht abgezogen. 

27 Mangel an Mannit gestattete nicht, fiir alle Kulturen Parallelen anzug 
setzen, ebenso nicht den Stamm IB in cleicher Breite zu untersuchen wie 
Siamm G. 

*8 Der in diesem Versuch benutzte Mannit war in biologischer Synthese 
gewonnener der Firma Henkel. In einer Kontrolle wurde Mannit aus Manna 
(Spiritus recryst.) der Firma Merck gegeniibergestellt: Mannit aus Manna: 
157,6/149,6, im Mittel 153,6mg (vergleiche auch vorher Abschn. 5). 


is 
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abelle XVI. (Fortsetzung.) 


Stamm G 


Wachstum 


Stickstoff gegeben 


Trockensubstanz in mg 6 


sung 
50 ccm Nahrlo6sung die darin en 
eine der Kultur mit 117,8mg (NH 
phosphatmenge erganzt, indem da 
gugegeben wurde: 103,7/102,4, 
Wert fiir Glykose ohne gebundenen Stickstoff bei 12 
vergleichen (106,3 mg). Die Erhéhung an Phosphat ist also ohne Bedeutung. 


, 4 Tagen in mg je 100 ccm Mannit Glykose 
" Nahrlésung mit KNO, 
12 || 3607mg = 5 mg N tae 143,8 ae 120,4 
12 | 90,17 mg = 12,5 mg N | 170.9 170,9 es 148,0 
12 180,35 mg = 25 mg N]} 185,0 —185,0 tne 157,8 
12 |) 360,70 mg = 50 mg N | ~193,7 193,7 re 154,2 
Nahrlésung mit (NH,) HPO, ”° 
12 235mg = 5 mgN — 124.5 ais 116,8 
2 58,9 mg = 12,5 mg N — 106,8 ie 86,1 39 
12 117,83 mg = 25 mg N = 110,9 aa 94,8 30 
12 ‘|| 235,6 mg = 50 mg N ise 116,8 nee 116,0 
Nahrlésung mit Harnstoff 
12 26,7 mg = 12,5 mg N — 168,7 ite 126,7 
12 53,5mg = 25 mg N = 173,1 ne 147,5 
12 107,0 mg = 50 mg N _ 87,6 es 89,9 31 


29 Durch die Gaben an Ammoniumphosphat wurde der Gehalt der L6- 
Als Kontrolle wurde darum in zwei Kulturen mit 


an PO, erhoht. 


im Mittel 103,1mg. Der 


thaltene PO,-Menge (0,1°%o K,HPO,) auf 
»oHPO, (= 25mg N) aquivalente Gesamt- 
s fehlende Phosphat in Form von Na,HPO, 
Wert ist mit dem 
Tagen Wachstum zu 


30 Abfall durch autolytische Vorginge, Zellen zeigen Stickstoffinvolu- 


tionsformen und Auflésungserscheinungen. 


31 Schlecht gewachsen, nicht autolytisch. 


Anm. 26 s. 8S. 400 
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Tabelle XVI. (Fortsetzung.) 
Stamm G. 
Wachstum Stickstoff gegeben Trockensubstanz in mg?> * 
in Tagen in mg je 100 ccm Mannit_ no Glykose 1 
Stamm 1B - | 
| a Pe SES ba Os 
44 —_— re 63,1 58,7 69,8 1, 
725 
Oa Fe 725 SOP BS ies 
: 144,2 1285 oa 
‘ x 143,4' T4?A-B 1) q09.5 , 
12 180,35 mg KNOs 7 | 2 189,6. > 149,47) p53 
= 25'mgN | -3179,6°:- 1856. 1° 430,47 
12 117,8 mg (NH) HPO, 120,0 ie) eae pk 
="95 mgN| j001 110.0 59,5 60,7 


Anm. 26 s. 8. 400. 


In der Hauptsache wurde mit Stamm G gearbeitet, fiir einige Ve 
gleiche wurde auch Stamm JB herangezogen. Die “Kulturen ohne gebunden 
Stickstoff wurden nach 2, 4, 6 und 12 Tagen analysiert. In den “Reihen mit 4 
‘gebundenem Stickstoff (es wurden KNO,, sekundires Ammoniumphosphatt 
und Harnstoff in Mengen entsprechend 5—50mg N gegeben) wurden al 
nach 12 Tagen nach ihrer Trockensubstanz bestimmt, denn es kam dara 
an, die maximale Bildung bei Mannit und Glykose zu vergleichen. Die Er- 
gebnisse sind in Tabelle XVI zu finden. ; 4 

In stickstofffreier Normallésung ohne Agar ist der Unterschied’ deri 
maximalen Trockensubstanzbildung bei Mannit und Glykose rae | 
Sie steigt bei Mannit und Glykose mit steigenden Mengen KNO., 
(5—50 mg N/50 cem) an, ebenso bei Harnstoff (abgeselion von det 
anomal hohen 50 mg- Gabe). Dabei bleibt die in stickstofffreier Losune 
sichtbare Unterschiedsspanne zwischen Mannit und Glykose bestehen.. 

Ammoniakstickstoff in Form von sekundirem Ammoniumphosphat' 
scheint dagegen anders zu wirken. Die Werte fiir Mannit sind nicat 
hdher als fiir Glykose ohne Zusatz, ftir Glykose mit Ammoniak- Stick-- 
stoff liegen sie noch etwas darunber; Im Zusammenhang damit steht, . 
da diese Glykose-Ammoniak-Kulturen im Gegensatz zu den Mannit-- 
und KNO,- sowie Harnstoff-Glykose-Kulturen sehr starke Stickstofl-- 
involutionsformen und Auflésungserscheinungen der Zellen zeigten 1 
Das gleiche mikroskopische Bild ergab sich auch in den Kulturen mit! 

50mg Harnstoff-Stickstoff mit ebenfalls niedrigem Trockensubstanz-- 


gewicht. Die wenigen Ansiitze mit Stamm IB zeigen die gleichen Wie) 
kungen. 


Zusammenfassend la8t sich demnach sagen, da® mit Mannit A 
Kohlenstoffquelle gegentiber Glykose auch bei Gabe von eebundenem. 
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‘tickstoff als Nitrat die Trockensubstanzbildung je Kinheit verbrauchter 
ohlenstoffquelle héher liegt, wahrend mit NH,-N dieser Unterschied 
icht deutlich erscheint. Die vorher fiir die Stickstoffixierung erdrterte 
nnahme der besseren Wirkung von Mannit infolge des im Vergleich 
u Glykose héheren Wasserstoffgehaltes und im Zusammenhang mit 
ner modglichen H-Aktivierung wird von dem vorstehenden Ergebnis 
ucht verneint, da ja auch das NO,-Ion auf dem Wege zum Eiweifi 
ydriert werden muf. 


Zusammenfassung. 


- 70 Reinkulturen von Azotobacter (darunter 1 A. vinelandit und 1 A. 
eijerinckii) wurden untersucht. Davon stammten 57 aus deutschen und 13 
us osteuropdischen Boden. ; ene 

“Die maximale Stickstoffbindung betrug fiir alle Stimme (ausgenommen 
binen) etwa 17,5mgN je 1g Mannit. Sehr charakteristisch unterscheiden 
sié sich jedoch in der Anfangsintensita&t ihres Wachstums, gemessen 
wach 2 Tagen, mit Stickstoffgewinnen zwichen 0,34 und 14,15mgN/1¢ 
annit. Die Variationskurve dieser Eigenschaft ist deutlich zweigipflig 
ind bleibt es auch, wenn alle iibereinstimmenden Stamme gleicher Herkunft 
yusgeschieden werden, ebenso fiir die 13 osteuropdischen Staémme allein. 
as spricht fiir das Vorkommen von zwei natiirlichen Formenkreisen. Die 
igenschaften der Stiimme blieben in tiber zweijahriger Kultur absolut 
onstant. 

Die Staimme aus der Gruppe mit hoher Anfangsintensitét waren durch 
ehr stiibchenformige und stirker bewegliche Zellen ausgezeichnet, die aus 
er Gruppe mit geringer Anfangsintensitaét durch gréfere, runde, unbeweg- 
iche Zellen. Die schwarze Pigmentbildung findet sich am intensivsten und 
ecelmiBigsten bei den Stammen, die in die beiden Maxima der Variations-— 
urve fallen. Beziehungen der Anfangsintensitit zu Temperatur, pu-Wert 
nd zu deutlich vorhandenen Spezialanpassungen waren nicht autzuzeigen. 
us ein und demselben Boden lieBen sich mehrere deutlich verschiedene 
timme isolieren. : 

Der Charakter einer Mischkultur ist allein durch den Stamm mit der 
héheren Anfangsintensitaét bedingt. Dieser verdrangt den Stamm mit der 

eringeren Anfangsintensitét aus der Kultur. Daraus ergaben sich bestimmte 
Gesichtspunkte fiir die natiirlichen Verhiltnisse im Boden. 

Versuche zur Stammumwandlung ergaben keine Wirkung von Campher, 
cenaphthen, Narcotinhydrochlorid_ und Colchicin. Auch war keine An- 
assung an pu, Temperatur und bestimmte Kohlenstoffquellen zu erzielen. 
Allein Vorkultur auf KNO, zeigte Wirkung in Form einer Hemmung der 
Anfangsintensitét der Stimme, die aber auf stickstoffreiem Nihrboden 
nach spa&testens 4 Passagen wieder verschwand. Diese induzierte Wirkung 
liegt in der gleichen Richtung wie die natiirlichen Verschiedenheiten der 
70 Stimme. Wahrend in kiinstlicher Kultur die induzierte Wirkung wieder 
guriickging, kénnen die Unterschiede bei den natiirlichen Stimmen als dureh 
die dkologischen Bedingungen induzierte Dauermodifikationen angesehen 
werden, 

Untersuchungen zur Kohlenstoffékonomie ergaben, dal Azotobacter 
eine Induktionszeit besitzt, wahrend der bereits Zucker undkonomisch ver- 
arbeitet wird. Diese Zeit war fiir Stamme mit verschiedener Anfangsinten- 
sitit verschieden lang, ebenso die folgende Periode des grofen Wachstums. 

: as 
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gleichen Maximalwert mit gleicher Okonomie der Zuckerverarbeitung 
(EiweiBkoeffizent um 8,0). Die Wachstumsbeschleunigung der guten Sta | 
wurde also nicht durch einen Energieverlust erkauft. Die wachstums-- 
beschleunigende Wirkung von Agar in Nahrlésung war auf die Periode > 
des groBen Wachstums beschrankt. 
Bei Versuchen mit stirker verdiinnter Kohlenstoffquelle ergab sich,, 
daB die Okonomie bei Konzentrationen unter 0,5°/o fallend abnahm. Die? 
Optimalkonzentration lag bei 0,5—2%, rs 
Je 1g Mannit wurde im Mittel aller Stimme 17,5 mg, je 1g Glykose 
13mg, je 1g Natriumbenzoat 13mgN gebunden. Eine Beziehung zumt 
Energiewert dieser Substanzen 1i8t sich nicht aufstellen. Jedoch kénnte) 
das Mehr an 2 H-Atomen im Mannit gegeniiber Glykose dafiir verantwortlich | 
sein, Darum wurde erneut die Wirkung von Pyridin gepriift, jedoch a ff 
2Stiimme mit unterschiedlicher Anfangsintensitat, auferdem wurde Azo i 
tobacter-Kochsaft beriicksichtigt. Beide Stimme reagierten verschieden.. 
Pyridin wirkte auf Stamm G, nicht auf Stamm IB. Quantitativ genau wie! 
Pyridin wirkten bestimmte Mengen Kochsaft G auf G, nicht auf JB, Koch-- 
saft 1B wirkte iiberhaupt nicht. Ebenfalls fordernd wirkten KNO, und Pepton, , 
jedoch auf beide Stimme gleichermafien. Daraus ergibt sich, daB die Pyridin- - 
und Kochsaftwirkung nicht auf. einer Stickstoffwirkung beruht. Es wird! 
vermutet, da die Pyridinwirkung iiber eine stammspezifische und thermo- « 
labile Gruppe, Faktor X, angreift. 
Da die Moglichkeit der Aktivierung stammspezifisch ist, so ergibt sich 
neben der vorher erérterten ,,.KNO,-Hemmung“ ein erster Hinweis fiir eine» 
stoffwechselphysiologische Erklirung der Unterschiede in der Anfangs-- 
intensitit der 70 untersuchten Stimme, ebenso fiir die im Endergebnis, omit 
|| 
t 


S| 
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Die Wachstumskurve erreichte jedoch in beiden Fallen annahernd ht 
t 
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zeitlich unterschiedlich verlaufender Wachstumskurve gleiche Okono 
bei den Stémmen der beiden Gruppen. Es kann daraus fiir die gut 
Staémme ein den Stoffwechsel katalysierender und damit in der Zeiteinheit ; 
energiesparend wirkender Faktor gefolgert werden. 


Bei Gabe von steigenden KNO,-Konzentrationen wurde mit Mannit 
auch mehr Trockensubstanz gebildet im Vergleich zu Glykose als Kohlen-- 
stoffquelle, wihrend mit Ammoniakstickstoff kein deutlicher Unterschied | 
festzustellen war. ‘ 
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(Aus den Botanischen Anstalten in Géttingen.) 


Uber die Verbreitung der Erddiatomeen* 


Von 
InGE BRENDEMUHL, 
Mit 10 Textabbildungen. 
(Eingegangen am 1. Dezember 1947.) 


Untersuchungen iiber die Algenflora des Erdbodens sind in neuerer 
Zeit immer hiufiger gemacht worden (Francé£, 1921, Koxse, 1932, Gist, 
1932, 1933, Fenér, 1933, Perersen, 1935, ScHELHORN, 1936, Joun, 1942, 
WEINTRAUT, 1943). Hierbei wurde Wert darauf gelegt, das Vorkommen 
nicht nur aller Algenklassen, sondern meist auch das von Pilzen und 
Bakterien festzustellen, die Beziehungen zueinander zu klaren und die 
Arten zu bestimmen. Hierzu sagt Husrepr (1934): ,,Diese Methode muS 
sich fiir jede Algengruppe nachteilig auswirken, nicht nur, daf not- 
gedrungen Bestimmungsfehler oder systematische Unrichtigkeiten in 
gréBerer Zahl vorkommen miissen, sondern die Listen werden in fast 
‘allen Gruppen unvollstandig sein und in der Regel nur die alltaglichen 
Formen enthalten‘. Es ist daher zu vermuten, daB auch die bisher be- 
kannt gewordenen Diatomeenlisten der Erdbéden (FRANCE, 1921, PETER- 

sen, 1935, Jonn, 1942) sehr unvollstindig sein werden, zumal die Hrd- 
diatomeen meist sehr klein (Gistt, 1932, Korse, 1932, PeTErsen, 1935) 
und daher schwer bestimmbar sind. 

In der vorliegenden Arbeit ist deshalb eine méglichst genaue Er- 
fassung aller Erddiatomeen angestrebt. AuBerdem sollte die Abhiangig- 
keit des Diatomeenvorkommens von verschiedenen Umweltbedingungen 
festgestellt und ermittelt werden, ob verschieden geartete Boden eine 

| charakteristische Diatomeenflora besitzen. . 


I. Methodik. 


A. Herstellung der Kulturen. 
ih Sammeln der Boden. 


< Die 167 untersuchten Erdproben stammen von den verschiedensten 
 Standorten (Acker, Wiesen, Halden, Wege, Laub- und Nadelwalder, Ufer, 
Grabenrinder, Teiche, Tiimpel usw.). Sie wurden wiihrend der Zeit von 


Mai 1943 bis September 1944 gesammelt, und zwar in Gottingen und seiner 
Umgebung (Meifner, Hoher Hagen, Kaufunger Wald), sowie in Bad Elster, 


* Teilergebnisse einer Dissertation der Mathematisch-Naturwissen- 
schaftlichen Fakultit in Gottingen. Die ausfiihrliche Arbeit mit zahlreichen 
-Standortlisten ist in der Géttinger Universitats-Bibliothek  niedergelegt. 
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- (vgl. auch Foéyn, 1934) kombiniert sind: 3 kg gesiebte, halbfeuchte Kompost- _ 


. 


Wiirzburg, Burghausen-Salzach, Salzburg, auf der Insel Wollin und im Hils-— 
Wenige Proben aus dem Schwarzwald, Reinhardswald und einige aus dem 
Harz wurden freundlichst zur Verfiigung gestellt. Sie stammen alle von der 
Erdoberfliche bis zu einer Tiefe von etwa 5 cm. Als Sammelgefife — 
dienten cylindrische Glaser (@ etwa 5em und Héhe 10 cm),die mit Korker 
verschlossen waren, ‘ 


2. Anreicherungskulturen auf Agar. 


Um Diatomeen zu bestimmen, muS man Dauerpriiparate machen. Ihre | 
Kieselpanzerstruktur muB fiir das: Bestimmen genau sichtbar sein, was aber | 
in der Natur nur selten, sondern in der Regel nur in Gliihpraparaten oder — 
anders hergestellten Dauerpriparaten der Fall ist. Dazu miissen von Erd- 
diatomeen zunichst Anreicherungskulturen gemacht werden. | 


a) Nihrlésung und Bereitung der Agarplatten, 


Die verschiedenen Autoren (ScHELHORN, 1936, Feuer, 1942, Jonn, 1942, __ 
Weinrraut, 1943) haben mancherlei Methoden und Nahrlésungen fiir ihre 
Algenkulturen benutzt. In der vorliegenden Arbeit wurden Agarplatten 
fiir die Anreicherungskulturen angewendet, die mit besonders fiir Dia-_ 
tomeen modifizierter ,,Erdschreiber-Lésung*“ bereitet waren, wihrend die — 
quantitative Bestimmung in Fliissigkeitskulturen stattfand. Anfanglich — 
wurden auSerdem auch noch Gipsplatten (PrinasHEim, 1926) verwendet; sie 
ergaben keine wesentlich anderen Resultate. a) 

Herstellung der Nihrlésung nach dem etwas abgeinderten Verfahren — 
von HAmMMERLING (1931), bei dem die Methoden von PringsHem und SCHREIBER 


erde werden mit 31 destillierten Wassers angesetzt und drei Stunden im ~ 
Dampftopf gekocht. Nach drei Tagen wird die Erdlésung vorsichtig ab-_ 
gegossen, filtriert, in Erlenmeyerkolben gefiillt und fraktioniert sterilisiert 
(5 >< 1/2 Stunde nach je 24Stunden). Nach etwa 14 Tagen wird die Erd- 
lésung vorsichtig in einen frischen Kolben abgegossen, so daf& der Satz — 
zuriickbleibt, und sterilisiert. Nach 14Tagen dieselbe Prozedur. Diese — 
»Rohlésung“ wird kithl aufbewahrt und kann zur Herstellung der Erd- | 
schreiberstammlésung verwendet werden: 200 cem Rohlésung + 0,2 g¢ 
NaNO, + 0,04g Na,HPO, + 1800cem Leitungswasser, dazu noch 0,16°%o 
Natrium-Wasserglas (3,2cem auf 21). Zur Festigung werden 1,8%o ge 
wisserter Agar (Ricurer, 1908) zugesetzt und damit Petrischalen in 1/4 em 
hoher Schicht unter méglichster Vermeidung von Kondenswasser am Schalen- 
deckel gegossen. 


b) Ansetzen der Boden. 


Zur Vorbereitung fiir die Impfung der Agarplatten wurden die Erdproben 
in ausgegliihten Sieben gesiebt (Porenweite des Siebes etwa 1qmm). Damit 
das Sieben etwas leichter ging, wurde zu feuchte Erde einige Zeit bei 


Zimmertemperatur offen stehen gelassen, bis sie die geeignete Trockenheit — 
erreicht hatte. Etwa 1cem der gesiebten Erde wurde dann mit einem steri-_ 


7 


lisierten Léffelchen auf die Mitte einer Agarschale iibertragen, Drei oder 


mehr Schalen tibereinander wurden in einem kiihlen Erdgewichshaus (sogen. 
Mooshaus) mit der durchschnittlichen Temperatur von 15—18°C an der 
Nordwestseite des Institutes aufgestellt und zum Schutz gegen Austrocknung 


+ 
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| mit einer Glasglocke bedeckt. Im Hochsommer wurde die abendliche Sonne, 
aber auch das grelle Tageslicht durch Rollos aus Holzleisten abgehalten 
(RicuTer, 1903, 1906). Anfanglich wurden von jedem Boden gleichzeitig 
sechs Ansatze gemacht, spiter stellte sich heraus, da® drei geniigen. Die 
| Diatomeen kriechen nach einiger Zeit aus der. Erde auf den Agar hinaus, 
yvermehren sich hier wie auch wohl schon in der Erde und kénnen so er- 
faB8t werden. 


3. Fliissigkettskulturen. 


Durch die nicht quantitative Agarplattenmethode sollte nur die An- 
wesenheit der Arten festgestellt werden. Ihre Mengenbestimmung wurde 
durch Fliissigkeitskulturen vorgenommen. Die Erden wurden sofort nach 
dem Einsammeln verarbeitet, um so den natiirlichen Zellenbestand zu er- 
fassen, ohne dafS nach der Entnahme eine Vermehrung oder Verminderung 
| der Individuenzahl hatte eintreten kénnen, Beim Beginn der Arbeit wurden 
_Fliissigkeitskulturen allerdings noch nicht verwendet, spiter, und zwar beim 
groBten Teil der Erden, wurden sie aber stets parallel zu den Agarkulturen 
-angesetzt, Dabei erwies sich die Methode von Perrersen (1928, 1935) 
als die zweckmiBigste: 5 ccm der gesiebten Erde wurden mit 50 ccm steriler 
Nahrlésung (die gleiche wie bei den Agarkulturen) in einem Erlenmeyer- 
kolben aufgeschlimmt und 20 Min. in einem Schiittelapparat tiichtig ver- 
| mischt. Von dieser Aufschlimmung (1:10) wurden dann 7 je 10fach an- 
steigende Verdiinnungen in Nihrlésung hergestellt, so daB also die Ab- 
stufungen 1:100 (Nr.1), 1: 1000 (Nr. 2), 1: 10000 (Nr.3), 1: 100000 (Nr. 4), 
| 1 : 1000000 (Nr. 5), 1 : 10000000 (Nr. 6) und 1 : 100000000 (Nr. 7) ent- 
standen. Von diesen Verdiinnungen wurden je 5ccm in sterile, mit Watte- 
bausch verschlossene Reagenzgliser gefiillt. Die Reagenzgliser lagen (durch 
eine etwa 2cm hohe Leiste schrig gestellt) wihrend der Versuchsdauer im 
gleichen Versuchsraum wie die Agarschalen auf einer Unterlage von weibem 
‘Papier. Um den méglichen EinfluB des Lichtes zu variieren, wurde die Halfte 
der Gliser (1a, 2a, 3a usw.) mit weiBem Pergament bedeckt, die tibrigen 
(1b, 2b, 3b usw) wurden als Parallelkulturen dem direkten Licht ausgesetzt. 


B. Beobachtung der Kulturen. 
a) auf Agar. 

Die Agarplatten zeigten bei mikroskopischer Betrachtung von der 
Unterseite der Schalen in den Friihjahrs- und Sommermonaten schon nach 
wenigen Tagen Entwicklung verschiedenster Algen. Spdter wurde der. Be- 
wuchs dann auch makroskopisch sichtbar. Simtliche Schalen blieben drei 
Monate oder linger stehen, um auch langsam wachsende Formen zur Ent- 
wicklung kommen zu lassen. Sobald geniigend Diatomeen im Umkreis. um 
den Erdhaufen erschienen waren, wurden Dauergliihpraparate (s. C) ange- 
fertigt. Das wurde dann spdter meist noch mehrmals, auf jeden Fall aber 
yor der endgiiltigen Beseitigung der Platten wiederholt und zwar auch von 
solchen, die keine Diatomeenentwicklung zeigten, um vielleicht durch das 
sdubernde Giliihen solche Diatomeenpanzer doch noch sichtbar zu machen, 
die durch das allgemeine Algengewirr verdeckt waren. 


b) in Fliissigkeit. 


Auch die Reagenzgliser zeigten meistens mit dem bloBen Auge erkenn- 
bare vielfarbige Algenentwicklungen; sie wurden vor der mikroskopischen 
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Untersuchung kriftig geschiittelt und der an den Wanden sitzende Algenbelag 
gelést. Die Entnahme der Fliissigkeitsproben zum Mikroskopieren geschah | 
mit einer Metallése, die nach jedem Gebrauch ausgegliiht und sehr ABE? | 
filtig abgepinselt wurde. Jede Verdiinnungsstufe wurde nach Diatomeen _ 
durchsucht. Fanden sich in den Verdiinnungen Nr. 1 (1: 100) Diatomeen, so 
mu8ten in 1cem der Erdprobe durchschnittlich mindestens 100 Diatomeen- _ 
zellen enthalten gewesen sein, traten sie noch in Verdiinnung 2 auf, minde-— 
stens 1000, in 3 10000, in 4 100000, in 5 1 Mill, in 6 10 Mill, und in Ver- 
diinnung 7 100 Mill. Keime. Zwischenwerte sind bei dieser Methode kaum zu 
ermitteln. Nach anfinglich hiufigerer Untersuchung der ReagenzelAeraa) 
stellte sich jedoch heraus, daf es am richtigsten ist, die Glaser erst lange vollig — 
unberiihrt liegen zu lassen und nur das makroskopische Bild zu protokol-— 
lieren, Erst nach drei Monaten oder spiter wurden Fliissigkeitsproben der | 
Glaser dann mikroskopisch auf ihren Diatomeengehalt untersucht. Man ist. 

auf diese Weise sicher, daf sich alles geniigend entwickelt hat. 


eal 
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C. Dauerpraparate und Bestimmen der Formen. 


Das Herstellen der Dauergliihpriparate geschah nach der Methode von 
Husrepr (1930)!: Einige Tropfen aus den gut geschiittelten Reagenzglisern — 
bzw. diinne Stiickchen von der Oberfliiche des Agars aus dem Umkreis des _ 
Erdhaufens wurden auf Deckgliser gebracht und gut verteilt. Die Fliissig- — 
keit (der Agar wurde mit etwas destill. Wasser benetzt) verdunstete bei ge-_ 
wohnlicher -Temperatur. Die trockenen Deckgliser kamen dann auf ein 
diinnes Eisenblech, welches auf einem Dreifu8 mit der entleuchteten nicht 
rauschenden Flamme eines Bunsenbrenners zum Gliihen gebracht wurde. 
Die organischen Substanzen auf den Deckglisern werden schnell schwarz — 
(verkohlen), aber allmihlich ,infolge vollstindiger Verbrennung dieser 
Stoffe wieder klar“. Diese Siuberung dauert etwa 20Min., oft linger. — 
EKinbettungsmedium war Styrax. Die Deckgliser wurden mit einem Tropfen 
des Mittels bedeckt, dieses ,junter Zuhilfenahme kiinstlicher Wirme“ einge-— 
dickt und auf erwiirmte Objekttriger gelegt. Nach dem Erkalten muB das 
Deckglas fest aufliegen. Beim Bestimmen der Arten, das erst nach Be-— 
endigung des ziichterischen Teiles der Arbeit vorgenommen_ werden konnte, © 
erwies sich Styrax als nicht immer ausreichend fiir das Erkennen der 
ijuBerst zarten Struktur sehr kleiner Erddiatomeen (vgl. Husrepr, 1934). 
Deshalb mufiten Trockenpriiparate von diesen unsicheren Arten angefertigt — 
und Umbettung in Medien mit gré®erem Brechungsexponenten wie Hyrax 
vorgenommen werden, Bestimmt wurde hauptsiichlich nach Pascuers ,,StiB- 1 
wasserflora Deutschlands“, Band Diatomeen, bearbeitet von Husrept (1930); 
auBerdem wurde der Diatomeenatlas von A. Scummr (1874—1941) und RaBEN-_ 
Horsts Kryptogamenflora (Kieselalgen von Hustept, 1927) zu Hilfe ge. 
nommen. ; 


D. Bestimmung der Bodenreaktion. 


Die pu-Bestimmung der Boden wurde mit dem Ionometer von Lauten- 
pouleeet vorgenommen (DrtNes und KUrpts, 1935, ELLENBERG, 1939, STEINER, ~ 
1941), Dazu wurde in 100 cem-Erlenmeyerkolben eine etwa 1em hohe Erd-— 


hes he writin 


* Herr Dr, Hustepr war so freundlich, mir persénlich alle erforderlichen — 
Anweisungen zu geben und auch die Nachbestimmung bzw. Neubestimmung: ; 
der unsicheren Arten zu iibernehmen. Dafiir und fiir seine stete und viel. 
seitige Hilfe sei ihm auch an dieser Stelle herzlich gedankt. 
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schicht mit ungefiihr der doppelten Menge destillierten Wassers (in einem 
zweiten Kolben das gleiche mit KCl) aufgeschlimmt, geschiittelt und tiber 
Nacht, stehen gelassen. Zur Bestimmung wurden wenige ccm Fliissigkeit 


-abgegossen, mit Chinhydron versetzt und so schnell wie méglich gemessen. 


GréBtenteils Anderte sich sehr bald der Wert; aber nach verschiedenen Ver- 


suchen zu urteilen, mu8 man doch den ersten fiir den richtigen halten. Wo 
nachstehend nur ein pu-Wert angegeben ist, ist es der mit Aq. dest, be- 


stimmte. 


il. Ergebnisse. 
A. Besiedlungsdichte. 
_ 1. Besiedlungsdichte in der Gesamtzahl der Béden. 
a) In Fliissigkeit. es 
Von den 167 Bodenproben ergaben 37, d.h. 22,1%o, keine Entwick- 


ling von Diatomeen in den Fliissigkeitskulturen. 
Sie stammten von den verschiedensten Standorten aus entfernt von- 


-einander gelegenen Gegenden Deutschlands, z. B. Hoher Hagen bei Gottingen, 


Fichtenwald, Siidhang, viel Nadeln (px 4,6; Marz); Buchenwald, Bocksbiihl 


bei Friedland (Géttingen), Nordhang, Buntsandstein (px 6,2; Februar); Acker 


mit jungem Roggen bei Warnow, Insel Wollin, sog. ,,Zielow™, unbeschattet 
(pu 5,5; April); Diine am Ostseestrand bei Misdroy, unbeschattet, Bewuchs: 
Strandhafer (px.7,2; April). 

Weitere 50°/o der Erdproben enthielten 100, 1000 und 10000 Keime 
je com Erde. Stirkere Besiedlung war im grofen ganzen um so seltener,, 
je groéBer dié Keimzahl war (100000 Zellen 10,70, 1 Million 4,1%, 
10 Millionen 3,3°/o, 100 Millionen 6,6). 

Zu den stiirkst besiedelten gehérten auch wieder Erden der verschieden- 
sten Standorte, z.B. enger Burghof, Hohensalzburg, von hohen Mauern um- 
geben, schattig (pu 6,9; Juni); Botanischer Garten in Gottingen, Gartenweg 
an der Siidseite des Institutes (pn 7,5; Februar); Wiese an der Elster, 
Glimmerplittchen, mehrere Meter vom Ufer entfernt, von Weiden und Birken 
beschattet, Bewuchs: viel Anthriscus (pu 5,4; Juni); Acker mit jungem Ge- 
treide bei Burghausen/Salzach (px 6,8; Juni); StraBenbéschung mit, Rinnsal 


‘in Laubach, Buntsandstein (px 5,9; Februar). 


Offenbar sind mehr als 10000 Diatomeen je cem Erde also schon re- 


~ Jativ selten. 


b) Auf Agar. 
Innerhalb der ersten Wochen war die Diatomeenentwicklung auf den 


‘Agarplatten ahnlich wie in den Flissigkeitskulturen. */s der Erdproben 
-lieB auch bei genauer mikroskopischer Kontrolle keinen Diatomeen- 


bewuchs erkennen, die tibrigen zeigten zunehmende Besiedlungsstiirke bis 
zu den letzten 7%, die makroskopisch eine geschlossene braune Decke 
zeigten. Bei monatelangem Stehenlassen der Kulturen kamen dann aber 


in einem Teil der anfiinglich diatomeenfreien Schalen doch noch Kolo- 
-nien zur Entwicklung, so daB der Prozentsatz der diatomeenlosen auf 
-17°%o herabging und die Anzahl der dicht bewachsenen auf 33°/o abstieg. 


Die Diatomeen vermehrten sich auf den Agarplatten offenbar relativ 
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stark, so daB alle Werte allmihlich zu hoch wurden; die Fliissigkeits- 


bevorzugen also ganz eindeutig Béden von alkalischer Reaktion. 
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kulturen diirften daher fiir gqantitative Ermittlungen zuverlassigere — 
Werte liefern. Trotzdem hat auch die Agarmethode ihre Bedeutung, und ~ 
zwar vor allem in qualitativer Hinsicht zur Erfassung seltener Arten?. 


2. EinfluB verschiedener Faktoren. 4 


Die wenigen oben angefiihrten Einzelbeispiele der Besiedlungs- — 
dichte. einzelner Boden lassen keine Schliisse iiber die Rolle einzelner ~ 
AuBenfaktoren zu. Aus der Ge- 
samtheit der Beobachtungen ergibt. 
sich aber, daB& vor allem 2 Faktoren ~ 
groBe Bedeutung fiir die Verteilung © 
der Diatomeen im Erdboden haben, 
nimlich die Bodenreaktion und der 
Feuchtigkeitsgehalt. 


tows 


a) Bodenreaktion. 


ow 


Sowohl die Fliissigkeits- wie 
die Agarkulturen (die nachfolgenden 
Zahlen stammen von ersteren) er- — 
gaben eindeutig starkere Diatomeen- 
entwicklung bei hohen pH-Werten. | 
39% der Boden des pu-Wertes 
7,.9—7,0 hatten sehr starken 


add 


Ante 


Feuchtigkeitsgrad der Boden: Diatomeengehalt ; bei niedrigem pe 
sehr feucht mittel- trocken nahm der Prozentsatz der Béden 
feucht trocken 


Abb. 1. Entwicklung auf Agar. Anteil der a gone ei eaten aT oan 
Boden mit starkem (breite Siule), mittlerem Erde ab (bei 6,9—6,0 noch 32 %, 
Baiomeabequsie (inser in Present amen el 5,9—5,0 nur noch 18%), und 
feciter feuchermitelrockenerund hockentt poudt. Keely Boden ache ceark. be 
Baden. ’ , haupt kein Boden mehr stark be- 

siedelt. Bei diesen niedrigen pu- 
Werten iiberwogen hingegen die vdllig diatomeenfreien Béden: 
58% von ihnen waren giinzlich ohne Kieselalgen; bei 5,9—5,0 
waren auch noch 39°/o diatomeenfrei, bei px 6,9—6,0 waren es dann nur 
noch 4°/o und oberhalb pu 7,0 waren alle besiedelt. Die Diatomeen 


a 


b) Feuchtigkeit. 


Teilt man die Béden in vier Gruppen ein’: 1. sehr feuchte bzw. 
nasse, 2. feuchte, 3. mitteltrockene, 4. trockene und triigt in einem — 


* Nach Joun (1942) soll die Kultur in feuchter Erde in Petrischalen — 
besonders gute Resultate liefern; ich verfiige iiber keine eigenen Er- — 
fahrungen damit. 

* Da auch nach Regen baw. Schnee Erdproben gesammelt wurden, war 
es zweckmabiger, diese Einteilung nicht nach Wassergehaltsbestimmung 
vorzunehmen, sondern Lage und Art des Standortes entscheiden zu lassen.. 


. 
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/ Koordinatensystem dazu den Prozentsatz mit starkem, mittlerem bis 


schwachem und fehlendem Diatomeenbewuchs auf den Agarplatten ein, 
so erhailt man Abb.1. In ihr sind die starken Entwicklungen des Be- 


wuchses durch starke Saulen, die anderen beiden durch abnehmend 


schwiichere Linien dargestellt. 90°/o der nassen Boden ergaben starken 


Bewuchs, von den.trockenen waren es nur 30°. Bei letzteren blieben 


dagegen fast 40° ohne jegliche Diatomeenentwicklung, bei den Boden 
von nassen Standorten dagegen nur 10°. Im iibrigen zeigt ein Blick 


auf die Abbildung besser als 
viel Worte, wie mit zu- 
mnehmender Trockenheit der 
Boden die Anzahl der Erd- 


| proben mit starker und 
~mittlerer Bewuchsdichte zu- 


riickging und die der diato- 


meenfreien zunahm. 


c) Standorte. 


Aber auch noch andere 
Faktoren als die Boden- 
reaktion und die  Boden- 
feuchtigkeit tibten einen ein- 
deutigen Einflu8 auf die Masse 


des Diatomeenbewuchses aus. 


Nachstehend sind die Béden 
in 5 Gruppen eingeteilt: 
1. wasserreiche Standorte 
(Ufer, Tiimpel, Grabenrander 
usw.); 2. kultiviertes Land 
und zwar a) Acker, b) Wiesen; 
8. ruhendes Land (Weg- 


y 
8 


Ufer Wiesen Acker Weg- Laub- Nadel- 


béschungen walder walder 


Abb. 2. Entwicklung in den Fliissigkeitskulturen. Pro- 
zentualer Anteil (Zahlen neben den Saulen) der Boden 
mit sehr starkem bis starkem (Verdiinn ung 4—7, breite 
Siule), mittlerem bis schwachem (Verdiinnung 1—3, 
schmale Siule) und fehlendem (0, einfache Linie) Dia- 
tomeenbewuchs an den Standorten: Ufer, Acker, 
Wiesen, Wegbéschungen, Laub- und Nadelwalder. 


béschungen, Halden, Rasen und dgl.); 4. Laubwilder; 5. Nadelwdlder. 


Am stirksten besiedelt waren, wie nicht anders zu erwarten, die 
wasserreichen Standorte (Abb. 2). In den Fliissigkeitskulturen, die 
der Abbildung zu Grunde liegen, zeigten iiber 80% der Proben von 
feuchten Standorten Entwicklung noch in den Verdiinnungen 4—7 
(mindestens 100000 bis 100 Millionen Zellen je ccm Erde). Der 
Rest war nur mittelmi®ig bis schwach besiedelt (Entwicklung nur 
bis Verdiinnung 1—38; mindestens 100 bis 10000 Individuen in einem 
cem Erde). Erdproben ohne Diatomeenbewuchs fehlten ganz. Wenn 
man die sauren Tiimpel mitberiicksichtigt, die bei der Zusammenstellung 
in der Abbildung weggelassen sind, fallt der Prozentsatz der stark be- 
siedelten Béden allerdings auf 50% zugunsten derjenigen mit einer 
schwiicheren Diatomeenentwicklung (bis Verdiinnung 1—3), weil, wie 
wir sahen, saure Reaktion fiir die Diatomeen ungiinstig ist und sich 
stirker auswirkt als der Wassergehalt des Bodens. 
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Es folgten als ‘aiichatind bad uenbashed Substrat die kultivierten 
Béden. In 50% der Wiesenbodenproben zeigte sich eine iippige Dia- 
tomeenflora. Nur in knapp 13°/o der Wiesenbéden fehlten Diatomeen; — 

die Zahl der diatomeenlosen Ackerbéden war sogar etwas geringer, 
starke Besiedlung war mit 31°/o aber wesentlich feat 3c als bei ep, 3 
Wiesen (50 °%/o). z. 

Uber die unkultivierten Béden, die meistens mittel bis sairweols be- | 
siedelt waren (72°) und nur zu 8°/o unbesiedelte Beispiele brachten | 
(wie die Acker), sinkt die Kurve der stark bewachsenen Erdproben mit 

 20°o bis auf knapp 10° bei den Laubwaldern. Hier war aber fehlende — 
Diatomeenflora schon viel hiufiger, nimlich in 43%o der Proben, und in 
Nadelwiildern war dies sogar in iiber 80% der Fall, der Rest war 
diatomeenarm, Sehr individuenreiche Boden wurden im Nadelwald iiber- 
haupt nicht angetroffen. 


Die Ergebnisse der Agarkulturen zeigten keine grundsiitzlichen 
_ Unterschiede.. Jedoch war aus dem_ bereits erérterten Grunde | 
wieder die Zahl der individuenreichen Boden bei allen Gruppen — 
hoher. 


B. Die Diatomeenflora der Boden. 
1. Formenzahl und -hiiufigkeit. 


3 


In den 167 Proben (s. Tabelle I) fanden_ sich. insgesamt 114 
Formen, die sich auf 100 Arten aus 24 Gattungen verteilten. - Mit 
Ausnahme einer Centralen (Cyclotella) gehérten alle zu dent 
Pennalen. Der gribBte Teil besaB eine Raphe, nur 11,7% waren ~ 
raphelos. 


oe Vel fie oe 


Von ihnen traten 14 (Tabellaria fenestrata, Meridion circulare var. con- 
stricta, Fragilaria capucina, Eunotia pectinalis, Eun. pect. var. minor, Eun. 
- praerupta var, inflata, Navicula Clementitis, Nav. dicephala, Nav. hungarica 
var, capitata, Nav. mutica var. binodis, Nav, radiosa, Nav. seminulum, 
Pinnularia interrupta, Nitzschia communis) nur in Flissigkeitskultur, 20 
(Cyclotella Meneghiniana, Eunotia lunaris, Cocconeis placentula, Stauroneis 
phoenicenteron, Navicula fragilarioides, Nav. graciloides, Nav. Hambergi, 
Nav. incompta, Nav. Lagerstedti var. palustris, Nav. muraliformis, Nav. 
perpusilla, Nav. séhrensis, Nav. tantula, Pinnularia lata, Pinn, leptosoma, 
Pinn. mesolepta, Pinn. microstauron var. Brebissonii, ‘pithemia zebra var. 
porcellus, Nitzschia parvula, Nitz. vitrea var. salinarum) nur auf den Agar- 
platten auf. Zur sicheren Erfassung aller Arten ist es also 
giinstig, sowohl Agar- wie Flissigkeitskulturen anzusetzen. 


ed 
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Tabeile I. Die aus den 167 Erdproben isolierten Arten. 


Cyclotella Meneghiniana Kiitz. Meridion circulare Ag. : 
Tabelleria fenestrata (Lyngb.) Kiitz. . Meridion circulare var. constricta 
Vabellaria flocculosa (Roth) Kiitz. (Ralfs) v. Heurck, 


Diatoma vulgare Bory. Fragilaria capucina Desm. 


re ne é 


 Eunotia exigua (Breb.) Grun. 
Eunotia lunaris (Ebr.) Grun. 

Eunotia pectinalis Kiitz. 

' Eunotia pectinalis var. minor 

” (Kiitz.) Rabh. — 
Eunotia praerupta var. inflata Ehr. 
Eunotia tenella (Grun.) Hust. 

- Cocconeis pediculus Ehr. 
Cocconeis placentula Ebr. 
Achnanthes coarctata Bréb. 
Achnanthes lanceolata Bréb. 
_Achnanthes minutissima Kiitz. 
Rhoicosphenia curvata 
Frustulia rhomboides var, saxonica 
_ (Rabh.) d) Toni 
Frustulia vulgaris Thwaits 
Gyrosigma acuminatum 

(Kiitz.) Rabh. 
Caloneis silicula var. truncatula 
Grun. 

_ Diploneis ovalis (Hilse) Cleve 
Stauroneis anceps Ehr. 

_ Stauroneis montana Krasske 
Stauroneis montana var. lanceolata 

' Hust. 
Stauroneis phoenicenteron (hr. 
Stauroneis Smithii Grun. 
Navicula atomus (Naeg.) Grun. 
Navicula bacillum Ehr. 

Navicula brekkaensis Petersen 

— Navicula caduca Hust. 

Navicula cineta var. Heufleri Grun. 

_ Navicula Clementis Grun. 

~ Navicula contenta Grun. 

Navicula contenta f. biceps Arnott. 

Navicula cryptocephala Kiitz. 

— Navicula dicephala (Ehr.) W. Smith 
Navicula excelsa Krasske 

- Navicula exilissima Grun. 

Navicula fossalis Krasske 

~ Navicula fragilarioides Krasske 
Navicula gibbula Lagerst. 

_Navicula graciloides A. Mayer. 
Navicula Hambergi Hust. 
_Navicula Harderi nov. spec. | 

Navicula hungarica var. capitata 
oon Hust. 
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Navicula incompta Krasske 
Navicula insociabilis Krasske 
Navicula Lagerstedti Cleve 
Navicula Lagerstedti var. palustris 
Hust. 
Navicula minima Grun. 
Navicula muralijormis nov. spec. 
Navicula mutica Kiitz. 
Navicula mutica var. binodis Hust. 
Navicula mutica var. Cohnii 
(Hilse) Grun. 
Navicula mutica var. nivalis 
(Ehr.) Hust. 
Navicula mutica var. ventricosa 
(Kiitz.) Cleve 
Navicula pelliculosa (Bréb.) Hilse 
Navicula perpusilla Grun. 
Navicula pygmnaea Kitz. 
Navicula radiosa Kitz. 
Navicula seminulum Grun. 
Navicula simplex Krasske 
Navicula sohrensis Krasske 
Navicula subseminulum nov. spec. 
Navicula tantula Hust. 
Pinnularia borealis Ebr. 
Pinnularia fasciata Lagerst. 
Pinnularia interrupta W. Smith 
Pinnularia irrorata (Grun.) Hust. 
Pinnularia lata (Bréb.) W. Smith. 
Pinnularia leptosoma Grun. 
Pinnularia mesolepta 
: (Ehr.) W. Smith 
Pinnularia microstauron (Ehr.) Cleve 
Pinnularia microstauron var. 
Brébissonii (Kiitz.) Hust. 
Pinnularia microstauron f. diminuata 
Grun. 
Pinnularia molaris Grun, 
Pinnularia obscura Krasske 
Pinnularia subcapitata Gregory 
Pinnularia subcapitata var. Hilseana 
(Janisch) Miiller 
Pinnularia viridis (Nitzsch.) Ehr. 
Amphora montana Krasske 
Amphora Normani Rabh, 
Amphora ovatlis Kiitz. 
Amphora ovalis var. pediculus Kiitz. 
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Cymbella naviculiformis Auerswald Nitzeschia communis Rabh.. 
Cymbella perpusilla Cleve — Nitzschia debilis (Arnott) Grun, 
Gomphonema angustatum Nitzschia frustulum (Kiitz.) Grun. 
(Kiitz.) Rabh. Nitzschia Harderi nov. spec. 
Gomphonema angustatum var. linea- —_ Nitzschia interrupta (Reich) Hust. 
ris Hust. Nitzschia hungarica Grun. 
Gomphonema longiceps var. montana — Nitaschia linearis W. Smith — 
(Schum.) Cleve Nitzschia obtusangula nov. spec. 
Gomphonema parvulum (Kiitz.) Grin.  Nitzschia palea Kitz 
Epithemia sorex Kiitz. Nitzschia parvula Lewis 
Epithemia zebra var. porcellus Nitzschia perminuta Grun. 
| (Kiitz.) Grun. Nitzschia stagnorum Rabh. 
Rhopalodia gibberula (Ehr.) Nitzschia vitrea var. salinarum 
O. Miiller Norman 
Hantzschia amphioxys (Ehr.) Grun. Surirella angustata Kiitz. 
Nitzchia amphibia Grun. Surirella ovata Kiitz. 


 diatomeenhaltigen Boden gefunden, so da®& sie die weitaus hiufigste 


“oe «S > 


Nitzschia atomus nov. spec. 


Die meisten Arten und Formen umfaSte die Gattung Navicula, 
namlich 39 (34°/o); aber nur 20 von ihnen wurden auf Agar und in 
Iliissigkeit gemeinsam gefunden. In weitem Abstand folgten Nitzschia 
mit 15 und Pinnularia mit ebenfalls 15 Arten bzw. Formen. Die Arten- 
zahlen der anderen 21 Gattungen lagen alle unter 10, die meisten — 
unter 5. 


Nach der grofen Zahl von Arten war zu erwarten, daB Navicula die 
weiteste Verbreitung hatte und am hiufigsten vorkime. Das war aber 
iiberraschenderweise nicht der Fall, sondern sie wurde weit. iiberfliigelt 
von Hantzschia, Von Hantzschia trat zwar nur eine einzige Art (amphi- 
oxys) auf, die Form war aber ungemein hiiufig und wurde in 83% der 


Diatomee der deutschen Erden ist. Navicula mutica (Tab. VIII) mit 
einem Anteil an 42°/o der diatomeenhaltigen Béden hatte demgegeniiber — 
nur etwa die halbe Hiufigkeit. Recht verbreitet (in rund '/s der Béden) 
waren Nitzschia palea, Pinnularia borealis, Navicula contenta f. biceps 
und Navicula mutica var. ventricosa; 13 weitere Arten bzw. Formen 
kamen in 10—20 der Erden vor, der ganze Rest fand sich aber nur in 
weniger als 10°%/o der Boden, davon 40 in weniger als 1°/o, 


Bei dieser Feststellung der Hiiufigkeit der einzelnen Arten ist die 
Individuenzahl, in der sie in den Kulturen auftraten, nicht beriick- 
sichtigt. Manche Arten bildeten besonders in den Pétrischalen mit Agar 
auBerordentlich tippige Bestiinde, die in der Hauptsache daher riihrten, 
dai eine grobe Zahl von ihdividden in der Erdprobe vorhanden war, 
teils aber auch wohl daher, da® die betreffenden Arten sich auf dem 
Agar besonders gut vermehrten. Sie fielen dann bei der mikrosko- 
pischen Betrachtung der Priparate in jedem Blickfeld sofort ins Auge. 
und iibertrafen alle anderen Arten bei weitem, es sei denn, dai noch 


| 
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andere Arten sich ebenfalls als solche ,,Massenform* entwickelten. 
Am haufigsten als ,,Massenform“ trat Nitzschia perminuta auf. Sie war 
an sich durchaus nicht sehr hiiufig und wurde in nur 5,7°%o der Erden 
gefunden, aber in 80°/o ihres Geacivereomimens kam sie als Massen- 
form vor. Auch Navicula simplex und Achnanthes minutissima traten 
zu 75°/o als Massenform auf. Kbenfalls in riesigen Mengen wurden dann 
Nitzschia palea, Stauronéis montana und besonders die winzigen, so 
schwer zu bestimmenden Navicula-Arten wie Navicula caduca, N. fos- 
salis, N. insociabilis, N. excelsa, N. minima und N. atomus angetroffen. 
Viel weiter von der Shitzengrarpe dieser Reihe entfernt stehen dem- 
gegeniiber die Navicula mutica-Varietiten. Sie zeigten bei ihrem Vor- 
kommen meist eine recht betrichtliche Individuenzahl, doch in der 
Regel nicht soviel, um sie als Massenform bezeichnen zu kénnen. Auch 
die an. Hiaufigkeit sonst alle iiberfliigelnde Hantzschia amphiorys 
war meist in normaler Idividuenzahl vertreten, nur zu 30°/o ihres Ge- 
samtvorkommens als Massenform4, 

Die Zah!l der Arten, die gleichzeitig in aa Kulturen auftraten, 
also die Artenzahl in den einzelnen Erdproben, war nicht besonders 
groB. Dabei ergaben Parallelansiitze auf Agar weitgehend iiberein- 
stimmende Resultate. Da die Erde (ca. 50 cem) durch das Sieben gut 
vermischt war, ist anzunehmen, daB alle darin enthaltenen Arten er- 
faBt wurden. | 

Unter den gesamten 167 Béden waren nur 3, aus denen aus den an- 
gesetzten Proben mehr als 20 Arten bzw. Formen herauskultiviert 
wurden, und mehr als 10 Diatomeenarten, wurden nur in 23 Boden ge- 
funden. 

- Durchschnittlich waren die Bdéden. mit je 5,9 Formen  besiedelt. 
P riicksichtict man die Béden ohne Entwicklung bei der Berechnung 
nicht, so ergeben sich durchschnittlich 6,7 Formen je Boden. 


2. Abhingigkeit der Formenzahl und -hiufigkeit von 
verschiedenen Umweltbedingungen. 
a) Bodenreaktion. 


Der Einflu8 der Bodenreaktion auf die Zahl der Individuen 
im cem Erde ist bereits erértert worden. In sauren Béden war die 
Entwicklung am schwiichsten, sie stieg konstant, bis sie im alkalischen 
Bereich ihren Héhepunkt fand. Man kénnte daraus vielleicht folgern 
wollen, da® auch die Anzahl der Arten auf alkalischem Substrat 
immer gréBer wire als auf saurem. So einfach ist es aber nicht. Es 
gibt sowohl alkalische wie saure Béden mit viel und mit wenig Arten. 
So wurden z. B. gefunden bei px 8,1 5 Arten, 7,7 8 Arten, 7,6 10 Arten, 

7,2 5 Arten, 7,1 4 Arten und bei pu 5,7 1 Art, 5,5 15 Arten, 5,4 6 Arten, 


D2 21 Arten, 4,7 8 Arten. Die Schwankungen waren also sehr stark, 


4 In den unten folgenden Diatomeenlisten der einzelnen Standorte sind 
die Massenformen durch Fettdruck hervorgehoben. 
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und zwar weil aufer dem pu noch andere Faktoren (Feuchtigkeit, 
Lichteinfliisse usw.) gleichzeitig wirksam sind. Im grofen ganzen | 
waren allerdings die alkalischen Boden artenreicher als die sauren, was | 
aber erst bei Verarbeitung eines groBen Materials deutlich wurde. In, 
sauren Boden wurden zahlreiche Arten meistens dann gefunden, wenn: 
sie gleichzeitig feucht waren. 3 : 


Einzelproben zunéchst kein klares Bild, da sie bei den verschiedenen . 
Béden auBerordentlich stark variiert. Nach Durchsicht einer gewissen 


Pinnularia borealis, die bei hohem und niedrigem pu-Wert vorkommt, , 
liegen in den beiden Reaktionsbereichen oberhalb 7,6 und unterhalb 5,7 
ganz verschiedene Arten vor. In sehr vielen Fallen war das aber weit: 
weniger ausgeprigt, die meisten Arten vermégen namlich innerhalb | 


ihr ist die Hiufigkeit des Vorkommens der einzelnen Arten und Varie-- 
titen in den vier Erdboden-ps-Bereichen 8,1—7,0, 6,9—6,0, 5,9—5,0 
und 4,9—3,7 dargestellt und zwar in Prozent des Gesamtvorkommens 
der betreffenden Art. Mit Ausnahme von Pinnularia viridis, Pinnularia | 
irvrorata und Eunotia tenella vermégen sich simtliche angefiihrten Arte: 

bei der Reaktion 6,9—6,0 zu entwickeln. In Erden dieser Reaktion | 
kommt also die gréBte Artenzahl vor. Bei pu 8,1—7,0 gediehen nur’ 
25 (von 34), bei pu 5,9—5,0 nur 24 und bei pu 4,9—3,7 nur 8 Arte 


Die Diatomeen sind in der Abbildung in der Reihenfolge ihrer Haufi 
keit in alkalischen Béden geordnet. An der Spitze steht Achnanthes coarctat 
die sowohl in alkalischen wie in schwach sauren Béden gleich hiufig vor- - 
kam. Ebenso hiufig in alkalischen Béden war Navicula cincta var. Heute 
zu finden, doch kam sie auger bei px 6,9—6,0 auch noch bei pu 5,9—5,0 vor. . 
Wieder nur in alkalischen bis schwach sauren Erdproben erschienen die: 
folgenden Navicula-Arten, die Navicula mutica-Varietiten und Amphora | 
montana, Navicula mutica selbst fand sich ganz selten auch in Béden von 
pu 5,9—5,0, Achnanthes minutissima auch in solehen von stark saurer 
Reaktion (4,9—3,7). Hantzschia amphiorys besiedelte fast 90%o der unter- 
suchten alkalischen Béden, Daf trotzdem die Prozentzahl ihres Vorkommens 
in schwach sauren Béden (px 6,9—6,0) so gro® war, liegt daran, da® die 
Béden mit dieser Reaktion ja auch am hiufigsten waren. Waren mehr_ 
alkalische Béden untersucht worden, so stiege auch die Prozentzahl. Diese 
Diatomee bietet ein schénes Beispiel -dafiir, wie die Individuenzahl im 
alkalischen Bereich steigt; iiber die Hilfte ihres Vorkommens als Massen- 
form fiel némlich in den Bereich der alkalischen Béden. Die nachsten Arten 
kamen bei einer Bodenreaktion von 8,1—5,0 vor, nicht jedoch in stark 
saurem Medium (pu 4,9—3,7). Eine Ausnahme bildeten Navicula gibbula 
und Niteschia debilis, die sich nur in alkalischen bis schwach sauren Béde 
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Tabelle II. Typische Beispiele fiir die Artenzusammensetzung 
auf alkalischen und. sauren Boden. 


Boden Nr. :*) 1 2 3 4b tS 6. 
Pa? eohtionee oet rT) 640 fey 
} Achnanthes coarctata ae 
Achnanthes lanceolata mg 
Navicula caduca ath ae 
crits 
1 


Navicula cincta var. Heufleri 
Navicula excelsa 
Navicula gibbula 
Navicula mutica aE 
Navicula seminulum 
Surirella ovata 
Amphora montana 
Hantzschia amphiorys Str 
Nitzschia palea 
Nitzschia Harderi 
Stauroneis montana 

var. lanceolata 
Pinnularia borealis 4? Ar 
Pinnularia irrorata 
Pinnularia microstauron 

var. diminuata a= 
Pinnularia subcapitata : + 
Pinnularia viridis 
Navicula minima 
Navicula simplex 
Eunotia exigua 
Eunotia lunaria i 
Eunotia pectinalis 
Eunotia tenella 
Tabellaria flocculosa 


*) Boden 1. Kreidegrube bei Lebbin, Insel Wollin; Bewuchs: Sanddorn; Osthang; pH 
8,1 (Aq. dest.), 7,5 (KCI) ; September. 
Boden 2, Kartoffelacker, Osthang bei Kalkofen, Insel Wollin; py 7,7 (Aq. dest.), 7.2 
(KCl) ; September. 
Boden 3. Botanischer Garten Géttingen, neben einem Abort (ohne Spiilung), schattig, 
- feucht; wH 7,6 (Aq dest.), 7,0 (KCl); September. : 
Boden 4. MeiBner, 730 m, Basalt, Norden, ,,rauchende Locher“, Bewuchs: tippiges 
g Polytrichum und Sphagnum; pH 5,7 (Aq. dest.), 5,0 (KCI); Januar. { 
Boden 5. Botanischer Garten Gdttingen, hinter einem Abort (ohne Spiilung), schattig, 
feucht ; pH 5,4 (Aq. dest.) ; September. : 
Boden 6. Erlenbruch (,,Urwald“‘) bei Wenzen am Hils, eingetrocknete Pfiitze ; Bewuchs: 
Laub- und Lebermoose, griiner Algenbezug, feucht; pH 4,7 (Aq, dest.) 3,6 
(KCl); Mai. 


+ + +44 


+ +4+4+4+4++ 


+ + +4 
ttt + +4 4 4F4 


(pu 8,1—6,0) zeigten. Die restlichen Formen fehlten im alkalischen Substrat. 
Navicula insociabilis, N. brekkaensis und Stauroneis montana (ihre Varietat 
lanceolata fand sich auch in alkalischen Béden) hatten ihre Hauptverbreitung 
bei pu 6,9—6,0, die tibrigen waren in der Regel auf saure Orte beschrankt, 
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Hauptsiichlich die Gattungen Pinnularia, Eunotia und auch Frustuliat 
lieferten saure Standorte besiedeInde Formen. Pinnularia borealis und | 
P. obscura kamen jedoch’ durchaus auch in alkalischen und schwach sauren{ 
Boden vor und entwiekelten dort zum Teil Massenformen.. Zu nennen sind| 


Achnanthes coarctata 
Navicula cincta var. Heufleri 
5 atonvus ‘ 
caduca 
mutica var. nivalis 
Surirella ovata 
Navicula mutica var. ventricosa 
Amphora montana 
Achnanthes lanceolata 
Navicula mutica 
Achnanthes minutissima 
Gomphonema parvulum 
Pinnularia viridis 
Hantzschia amphioxys 
Stauroneis anceps 
Nitzschia palea 
Pinnularia obscura 
Navicula cryptocephalu 
gibbula 
Nitzschir amphibia 
Stawroneis montuna var. lanceolata 
Pinnularia borealis 
Nitzscnia debilis 
Navicula contenta f. biceps 
‘ minima 
& ensociabilis 
brekkaensis 
Stauroneis montana 
Navicula fossalis 
Frustulia vulgaris 
Pinnularia microstawron f. diminuata 
subcapitata 
Eunotia tenella 


Pinnularia ivrorata 


Abb. 3. Hiiufigkeit der einzelnen Diatomeen in den vier 
1 ier 
Siiulen); 6,9—6,0 (schmale Sidulen); 
strichelte Linien) in P. 


{ pu-Bereichen 8,1 bis 7,0 (breite weiBe 
1 5,9 bis 5,0 (einfach ausgezogene Linien); 4.9 bis 3,7 (ge- 
rozent ihres Gesamtvorkommens (Zahlen in bzw. iiber den Sdulen od, 
: Linien). 


neben den in Abb. 3 aufgefiihrten siureliebenden Formen einige weitere, 
die nicht oft, doch dann nur auf saurem- Substrat vorkamen, niimlich 
Tabellaria  fenestrata, T. floceulosa, Frustulia rhomboides var. SaLOnICA, | 


Pinnularia subcapitata var, Hilseana, Eunotia pectinalis, Eu. exigua und 
Eu. lunaris. 


? Daran, dafi wenige der hiufiger gefundenen Formen an stark sauren. 
Standorten (pu 4,9—3.7) vorkamen, dazu an solchen mit einer Reaktion 


/ 
pene 
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von 5,9—5,0 auch nur selten, laf sich die Artenarmut saurer Standorte 
erkennen, Da von verschiedenen Erdproben der pu-Wert nicht ermittelt 
wurde, konnte fiir einige Arten nicht angegeben werden, bei welchem pu 
sie sich hauptsichlich entwickelten: Nitzschia Harderi wurde hiaufiger im 
Eotanischen Garten in G6ttingen gefunden, dessen Erde im allgemeinen 
falkalisch reagiert;. ebenso ist. es mit Nitzschia interrupta und Diploneis 
ovalis. Navicula Lagerstedti und die Varietaét palustris fanden sich nicht 
joft in den untersuchten Béden, doch dann nur in alkalischen, nur einmal 
in einem sehr stark sauren, Auch die Fundorte von Amphora Normani 
} waren alkalisch bis schwach sauer. : 
Die giinstige Wirkung, die Kalk auf das Diatomeenwachstum ausiibt, 
jergibt sich aus folgendem Beispiel: In einem Buchenwald des Hils (Sand- 
stein) bei Wenzen waren unter den alten Hochstimmen junge Buchen an- 
eepflanzt worden. Zur Herrichtung des Saatbeetes war der Rohhumus in 
Streifen bei Seite geriumt und der frei gelegte Untergrund mit Mergel 
(= kohlensaurer Kalk + Lehm) versetzt worden. In diesem Erdreich 
wuchsen die jungen Buchen. Zum Vergleich wurden sowohl der Rohhumus- 
wall als auch die Erde des Pflanzbeetes untersucht (Mai). Schon die pu- 
Werte unterschieden sich deutlich: 1. Rohhumuswall: pu Aq. dest. 4,2, 
KCl 3,2; 2. Saatbeet: pu Aq. dest. 5,5, KCl 4,6. In den Ansitzen von 1. 
fand sich als charakteristische Form saurer Béden allein Pinnularia irrorata 
(Entwicklung bis Verdiinnung 1); in 2. dagegen war die Diatomeenflora 
reichhaltig (Diatomeenbewuchs bis Verdiinnung 4) und bestand zum Teil 
aus solchen Formen, die sonst hauptsichlich auf alkalischen Béden gedeihen: 
Hantzschia amphioxys, Navicula caduca®, Navicula cincta var. 
Heufleri, Navicula cryptocephala, Navicula insociabilis, Navicula mutica, 
Nitzschia palea, Pinnularia microstauron, Pinnularia ob- 
scura, Pinnularia subcapitata, Stauroneis montana var. lanceolata. 
In dieser Probe trat noch etwas anderes besonders klar hervor: dafi 
Erddiatomeen oft wesentlich kleiner sind als in Bestimmungs- 
biichern fiir Diatomeen der Gewasser angegeben wird. Hier tauchte Pinn- 
laria obscura als Massenform in winzigen Individuen von 13,6 >< 3,4 w auf; 
sic wiesen auch nur 5 Transapikalstreifen auf. 


4 


b) Andere Standortseinfliisse. 
aa) Wasserreiche Standorte. 


- Wie nicht anders zu erwarten, sind wasserreiche Standorte wie 
Ufer, Grabenriinder, Tiimpel usw. nicht nur sehr individuenreich (siehe 
oben), sondern sie enthalten auch sehr viele Arten. So kamen im Ufer-. 
‘schlamm der Leine bei Géttingen bei px 6,0 im August folgende Diato- 
meen vor: 


. Hantzschia amphoxys 

. Nawicula eryptocephala 

. Navicula minima 

. Navicula simplex 

. Nitzschia amphibia 
6. Niteschia hungarica 


o fF wo WN 


> Fettdruck besagt, daB die Art als Massenform vorlag. 
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7. Nitzeschia palea 
8. Pinnularia mesolepta 
9. Pinnularia microstauron var. Brebissonit — 
10. Gomphonema angustatum 
11. Gomphonema parvulum 
12. Amphora montana 
13. Amphora ovalis 
14. Surirella angustata 
15. Cocconeis pediculus 
16. Rhoicosphenia curvata 
17. Gyrosigma acuminatum 
18. Meridion circulare 
19, Diatoma vulgare 
20. Cyclotella Meneghiniana 


An anderen Stellen konnten aber ganz andere Arten vorhanden sein 
Das hingt vom px und anderen Faktoren ab. 

Aus allen Untersuchungen zusammen ergibt sich die in Tabelle HI 
wiedergegebene Anordnung, die sowohl iiber die an nassen Stellen vor- — 
kommenden Arten wie auch iiber deren relative Hiufigkeit unterrichtet. 
84 Formen wurden hier gefunden, d.h. fast */s der Gesamtzahl. Viele 
von ihnen kamen aber nur in 1 oder 2 Erdproben vor (darunter Cy 
clotella, die einzige Centrale), 25 waren hiufiger. Am verbreitetsten 
war Nitzschia palea, die in mehr als der Halfte der Béden vorkam 
Hantzschia amphiorys, die an sich hiufigste deutsche Erddiatomee, — 
steht dagegen erst an siebter Stelle. 


Tabelle III. Wasserreiche Standorte (Ufer, Grabenrdnder, Timp USw.), 
Vorkommen in °/o der Boden. 


% 
ile Nitzschia palea 54,2. 
2. Pinnularia subcapitata 41,6 
8. Navicula cryptocephala - 37,5 
4. Pinnularia microstauron f. diminuata 37,5 
5. Achnanthes lanceolata 37,5 
6. Frustulia vulgaris 33,3 
Ue Hantzschia amphiorys 33,3 
8. Navicula simplex 29,2 
9. Navicula minima 25,0 
10. Pinnularia viridis 25,0 
11. Eunotia tenella 25,0 
12. Amphora montana 25,0 
13. Niteschia amphibia 20,8 
14. Pinnularia fasciata 20,8 
15. Gomphonema parvulum 20,8 
16. Eunotia lunaris 20,8 
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* Tabelle III. (Fortsetzung.) 


li . Navicula cincta var. Heufleri 16,6 
18. Eunotia exigua 16,6 
19. Achnanthes minutissima 16,6 
90. Nitzschia debilis 12,5 
Dike Nitzschia linearis eas 
929. Pinnularia microstauron 12,5. 
93. Surirella angustata 12,5 
24, Diploneis ovalis 12,5 
25. Meridion circulare Leb 
26. Navicula contenta f. biceps 8,3 
97. Navicula insociabilis 8,3 
28.  Navicula mutica 8,3 
29. Nitzschia Harderi nov. spec. 8,3 
30. Niteschia interrupta 8,3 
St. Nitzschia perminuta 8,3 
ae Pinnularia mesolepta 8,3 
33. Pinnularia molaris : 8,3 
34. Pinnularia obscura 8,3 
35. Stauroneis montana 8,3 
36. Stauroneis montana var. lanceolata ; 8,3 
Bike ' Stauroneis Smithii 8,3 
38. Gomphonema angustatum 8,3 
39. Amphora Normani 8,3 
40. Amphora ovalis ee 
Al. Surirella ovata 8,3 
42. Tabellaria flocculosa 8,3 
43. - Caloneis silicula var. truncatula 8,3 
44, Gyrosigma acuminatum 8,3 
45. Navicula atomus 4,2 
46. Navicula bacillum 4,2 
47. Navicula Clementis 4,2 
Ase, Navicula fossalis 4,2 
49. Navicula graciloides 4,2 
50. Navicula hungarica var. capitata 4,2 
Bl. Navicula incompta 4,2 
52. Navicula mutica var. Cohnii 4,2 
53. Navicula mutica var. nivalis 4,2 
54. Navicula mutica var. ventricosa 4,2 
55. Navicula pygmaea 4,2 
56. Navicula radiosa 4,2 
Otse: Navicula sohrensis 4,2 
58. Navicula subseminulum nov. spec. 4,2 
59. Nitzschia atomus nov. spec. rg 


60. Niteschia communis 


, 
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- Tabelle III. (Fortsetzung.) © : { 
61. Nitzschia frustulum 4,2 i 
62. Nitzschia hungarica 4,2 ' 
63. Nitzschia stagnorum 4,2 | 
64. Pinnularia irrorata 4,2 . 
65. Pinnilaria microstauron var. Brébissonti 4,2 | 
66. Pinnularia leptosoma 4,2 / 
67. Pinnularia subcapitata var. Hilseana 4,2 : 
68. _ Stauroneis anceps a 4 
69. Stauroneis phoenicenteron 4,2 ; 
70. Gomphonema angustatum var. linearis 4,2 
vila Gomphonema longiceps var. montana 4,2 
72. Amphora ovalis var. pediculus 4,2 
73. Eunotia pectinalis 4,2 
74, Achnanthes coarctata 4.2 
75. Epithemia zebra var. porcellus 42 
76. Epithemia sorex ‘ 4,2 
qT. Cocconeis pediculus 49 
78. Cymbella naviculiformis 4,2 
79. Cymbella perpusilla 4,2 
80. Rhopalodia gibberula 4,2 
81. Rhoicosphenia curvata 4,2 
82. Diatoma vulgare 4,2 
83. Fragilaria capucina 4,2 
84, Cyclotella Meneghiniana 4,2 


Daf es auch Ausnahmen von der Regel gibt, und nicht jeder wasse7- 
nahe Erdboden die fiir wasserreiche Standorte charakteristische Diatomeen- 
flora besitzen mub, zeigte das Ufer des Vietziger Sees bei Kalkofen, Insel 
Wollin, von alkalischer Reaktion (pn Aq. dest. 1,8; KOl-@GA5 September): 


Hantzschia amphioxys, Navicula atomus, Navicula contenta f. biceps, — 


Navicula mutica, Nitzschia palea, Nitzschia. debilis, Nitzschia linearis, Pinnu- — 


laria obscura, Achnanthes coarctata, 


Die meisten der hier vorkommenden Arten waren sonst in der Regel an 
relativ trockenen Standorten zu treffen. 
scheinlich damit zusammen, 


Die Abweichungen hingen wahr- 
dai die Entfernung, auf die ein Gewiisser noch 
Kinflu8 auf das umliegende Gelinde ausiibt, recht verschieden sein kann. 
Hier scheint sie schr gering gewesen zu sein. Erstaunlich artenarm war 


etn oy Ps 


auch das Ufer der Salzach (pu 6,7; Mai), wo nur Hantzschia amphioxys : 
und Achnanthes minutissima (diese massenhaft) vorkamen, obgleich das | 
Wasser hier sicher tiglich heriiberschwemmte. Auch in Wiirzburg. am Ufer 


des Mains 


Hantzschia amphioxys, Navicula atomus, Navicula trans Navi- 
cula mutica var. Cohnit, Navicula mutica yar. nivalis, Navicula simplex. 


, Siidwesthane, 


war keine sehr tippige Diatomeenbesiedlung fest- 
zustellen (pu Aq. dest. 7,2, KCl 6,9; Mai). Es fanden sich: 


MN 
' 
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Vielleicht fiihrte das Wasser der Salzach und des Mains schidliche Stoffe 
mit sich? Vielleicht lag ein Grund beim Saizach-Ufer auch in der Be- 
schaffenheit des Bodens. Er bestand aus hellem quarzhaltigem Sand, und 
es ware denkbar, da dieser fiir Diatomeenwachstum ungeeignet ist. Das 
ist deshalb nicht ganz unwahrscheinlich, weil auch in den sehr sandigen — 
sowohl kultivierten als auch unkultivierten — Boden aus der sog. ,,Zielow‘ 
bei Warnow, Insel Wollin, Kieselalgen véllig fehlten. Auch andere Algen 
und Organismen waren in diesen Ansitzen kaum zu bemerken. Unter- 
Suchungen des Ostseestrandes bei Misdroy ergaben &hnliche Ergebnisse. 
Auch hier fehlten Diatomeen sowohl im feuchten vom Meerwasser iiber- 
Sptilten Strandsand als auch im trockenen der Diinen. Lediglich einmal 
zeigte Sich in einem Reagenzglas, in dem Sand von einer standig itiber- 
‘futeten Sandbank angesetzt war, Navicula Clementis. Hier mag das negative 
Ergebnis aber auch daran liegen, daB in unseren Kultursubstraten SiiSwasser 
verwendet wurde; es ist méglich, daB Diatomeen, die an Meerwasser gewohnt 
sind, in solchen Na&hrlésungen nicht leben kénnen, 


bb) Trockenere Boden. 


Trockene Biden waren ganz allgemein artenirmer als feuchte. Be- 
sonders groBe Diatomeenarmut lag bei Kombination von Trockenheit 
mit saurem Boden vor. Das zeigte eine Erdprobe, die aus einer sauren 
(pu 4,6; Juni) und dazu noch trockenen Moortasche bei Bad Elster 
stammte: In dem Moor, das fiir die Bader gebraucht worden war und 
dann zwei Jahre lang gelagert hatte, fand sich als einzige Art in Massen 
Pinnularia microstauron f. diminuata. 

Aber auch trockene Béden alkalischer oder sehr schwach saurer 
Reaktion waren formenarm. Oft kam nur Hantzschia amphiorys als 
ausdauerndste Diatomee in ihnen vor, teilweise massenhaft, z.B. in 
einem hohen steilen unbewachsenen Siidhang:an der Salzach (pu Aq. 
dest. 7,0, KCl 6,7; Mai). Gesellten sich noch einige Formen dazu, so 
waren es meist. eins oe die in den folgenden Bodenproben gefunden 
wurden: 

AufschluB, steiler Siidhang, Maschole alc Nikolausberg bei Géttinger 
(pu Aq. dest. 6,9; April): 

Hanteschia amphiorys, Navicula atomus, N. mutica, N. mutica var. 
nivalis, N. mutica var, ventricosa. 

Oder: 

Austrocknende Regenrinne am Balkon des Botanischen Instituts in 
Gottingen, Westen (yx Aq. dest. 6,7; Marz): 

Hantzschia amphiorys, Navicula contenta f. biceps, N. mutica var. 
wentricosa, Pinnularia borealis. 

Diese Diatomeen waren aber nicht ausschlieBlich Bewohner trockener 
Standorte, sondern sie fanden sich auch an feuchten (vgl. Tab. IIT); 
dort treten sie aber nur selten auf. 

Aus der Gesamtzahl unserer Untersuchungen kann man die mouen: 
diatomeen hinsichtlich ihrer Feuchtigkeitsanspriiche in 3 Gruppen ein- 


teilen: 
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. Nitzschia atomus nov. 
. Niteschia frustulum 

5. Nitzschia hungarica 

. Niteschia linearis 

. Nitzschia obtusangula nov. spec. 
. Niteschia parvula 

. Nitzschia perminuta 

. Nitzschia stagnorum 

. Pinnularia lata 

2. Pinnularia leptosoma 

. Pinnularia mesolepta 

. Pinnularia microstauron 

. Pinnularia microstauron 


. Gruppe: 


Gewiisser. 


. Navicula bacillum 
. Navicula Clementis 


Navicula dicephala 
Navicula graciloides 


Navicula hungarica var. capitata 


Navicula incompta 


. Navicula pygmaea 

. Navicula radiosa 

. Navicula seminulum 
. Navicula simplex 

. Navicula sdhrensis 


Nitzschia amphibia 
spec. 


var. Brébissonii 


. Pinnularia microstauron 


f. diminuata 


. Pinnularia subcapitata 
. Pinnularia subcapitata 


var. Hilseana 


. Pinnularia viridis 
. Stauroneis phoenicenteron 
. Stauroneis Smithii’ 


Indifferente Arten. 


. Navicula cryptocephala 
. Nitzschia communis 

. Nitzschia debilis 

. Nitzschia palea 

. Pinnularia fasciata 

. Pinnularia irrorata 


~*~ a 


32. 
33. 


34. 


35. 
36. 
37. 
38. 
39. 
40. 
41. 
42. 
43. 
44, 
45. 
46. 
. Surirella ovata 

. Epithemia sorex 
. Epithemia zebra var. _ porcellus — 
. Cocconeis pediculus 

. Cymbella naviculiformis 

. Cymbella perpusilla 

. Diploneis ovalis 

. Caloneis silicula var. truncatul 
. Tabellaria fenestrata 

. Tabellaria flocculosa 

. Meridion circulare - 

. Meridion circulare var. constricta 
. Rhoicosphenia curvata 

. Gyrosigma acuminatum 
. Diatoma vulgare 

. Fragilaria capucina’ 

. Cyclotella Meneghiniana 
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. Gruppe: Nur oder vorwiegend an nassen Standorten nahe eine 


. Pinnularia molaris 

. Amphora montana 

. Achnanthes lanceolata 

. Achnanthes minutissima 
. Cocconeis placentula 


Pan ~ a 
‘ + be hy 
. < 
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Gomphonema angustatum 
Gomphonema angustatum 

var. linearis 
Gomphonema longiceps 

var. montana 
Gomphonema parvulum 
Amphora Normani 
Amphora ovalis 
Amphora ovalis var. pediculus 
Eunotia exigua 
Eunotia lunaris 
Eunotia pectinalis 
Eunotia pectinalis var. minor 
Eunotia praerupta var. inflata 
Eunotia tenella 
Frustulia vulgaris 
Surirella angustata 


, 
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3. Gruppe: Selten oder nie auf nassem Substrat (nahe einem Ge- 
wasser). 
1. Navicula atomus 21. Navicula mutica var. Cohnii 
2. Navicula brekkaensis 22. Navicula mutica var. nivalis 
3. Navicula caduca 23. Navicula mutica var. ventricosa 
4. Navicula cincta var. Heufleri 24. Navicula pelliculosa 
5. Navicula contenta 25. Navicula per pusilla 
6. Navicula contenta f. biceps. 26. Navicula subseminulum nov. spec. 
7. Navicula excelsa 27. Navicula tantula 
8. Navicula exilissima 28. Niteschia Harderi noy. spec. 
9. Navicula fossalis 29. Nitzschia interrupta 
10. Navicula fragilarioides 30. Niteschia vitrea var. salinarum 
11. Navicula gibbula - _ 381. Pinnularia borealis 
(12. Navicula Hambergi . 32. Pinnularia interrupta 
13. Navicula Harderi nov. spec. 33. Pinnularia obscura 
14. Navicula insociabilis 34, Stauroneis anceps 
15. Navicula Lagerstedti 35. Stauroneis montana 
16. Navicula Lagerstedti 36. Stauroneis montana 
var. palustris var. lanceolata 
17. Navicula minima 37. Achnanthes coarctata 
18. Navicula muraliformis nov. spec. 388. Frustuliarhomboides var.saxonica 
19. Navicula mutica 39. Hantzschia amphiozys 
20. Navicula mutica var. binodis 40. Rhopalodia. gibberula 


Man sieht, da8 die Gruppe 1 den gréften Teil der Formen und be- 
sonders Gattungen umfaBt. Von den Hauptgattungen sind hier Nitz- 
schia und Pinnularia mit den meisten ihrer Arten vertreten, wihrend 
die grote Zahl der Navicula-Arten in Gruppe 3 anzutreffen ist. An 
hiufigen Formen der trockeneren Standorte sind noch zu nennen Hantz- 
schia amphiorys, Pinnularia borealis und P. obscura; Rhopalodia gib- 
_berula gehért ebenfalls hierher. 


Der Feuchtigkeitsgehalt des Bodens ist also zweifellos von Einflub 
auf die Verteilung der Arten. Es gilt nun zu untersuchen, ob an den 
verschiedenen weniger nassen Standorten untereinander ebenfalls 
Unterschiede festzustellen sind; hinsichtlich des Individuenreichtums 
hatte sich oben ja ergeben, da® kultivierte Boden (Acker, Wiesen) 
reicher besiedelt sind als unkultiviertes ruhendes Land (Weg- 
béschungen, Feldwege, Halden). 


a) Wiesen. 


Eine Wiese an der Leine bei Gottingen (pu 6,0) enthielt im August 
Hanteschia amphiorys, Navicula contenta f. biceps, N. insociabilis, N. 
mutica, N. mutica var. Cohnii; und bei Wenzen am Hils (px 6,9, Siidhang, 
Bewuchs: Gras und Klee) ergab sich im Mai Hantzschia amphioxys, Navi- — 
cula contenta f. biceps, N. mutica, Pinnularia borealis, Stauroneis montana 
var. lanceolata, Ahnlich war die Flora der meisten Wiesen zusammen- 
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cesetzt,’ wozu sich sare aber noch zahlreiche andere Arten cesellten, wenn 
die Wiesen nasser waren als die beiden eben erwiihnten, 

Insgesamt wurden 51 Arten bei der Durchmusterung der in =| 
verschiedensten Teilen Deutschlands gelegenen Wiesen gefunden 
(Tab. IV). Fast die Hilfte aller iiberhaupt festgestellten— Arten kam © 
also auf Wiesen vor. Diese Zahl geht aber sehr stark zuriick, wenn — 


man einige besonders feuchte Wiesen weglibt, die’ schon fast als — 


wasserreiche Standorte'gelten konnten; dann fallen namlich fast. alle 
am Ende der Tabelle alifeefihrten Gattungen, nimlich Gomphonema, — 


Amphora, Surirella, Cymbella, Tabellaria, Meridion und Diatoma, fort, — 


und es bleiben nur neun itibrig. Auch die Zahl der Arten und Formen 
wird dann um 21 verringert. Hiufiger als zweimal wurden bei Wiesen 


nur 13 Arten angetroffen. 


Tabelle IV. Wiesen. Vorkommen der Diatomeen in °/o der Béden. 


ois Hantzschia amphiozys ; 76,9 
Pre Navicula mutica 61,5 
3. Navicula contenta f. biceps : 46,1 
4. Nitzschia palea 46,153 
5. Pinnularia obscura SSL ar 
6. Navicula atomus 30,7 
7 Navicula mutica var. ventricosa _ 80,7 
8. Stauroneis montana var. lanceolata’ 30,7 
9. Navicula cryptocephala : 23,0 
10. ) Navicula insociabilis 23,0 
11. Navicula mutica var. nivalis 23,0 
tox Nee Pinnularia borealis mb 23,0 
13. Pinnularia subcapitata ‘ PER! 
14.2 Navicula cincta var. Heufleri 15,3 
15. Navicula minima . “15,8 
16. Navicula mutica var. Cohnii 15,3 
17. | Nitzschia debilis LoS 
18. Nitzschia perminuta ‘ 15,3 
19. Stauroneis montana 15,3 
20. Achnanthes lanceolata 15,3 
ay" Surirella angustata aN 15,3 
22. Navicula brekkaensis 120 
28! Navicula caduca aa 
24 Navicula dicephala Bin NAGE 
25. Navicula fossalis ; : LENE 
26. Navicula gibbula | TS 
27. Navicula pelliculosa 7,7 
28. Navicula muraliformis nov. spec. aye 
29. Nitzschia amphibia 7,7 
80. Nitzschia communis 7,7 
an Nitzschia Harderi nov. spec, 7,7 
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Tabelle IV. (Fortsetzung.) 


32. Nitzschia obtusangula nov. spec. st 
33. Nitzschia parvula 4d 
34. is > Pinnularia lata 1 Use 
35. Pinnularia microstauron op 
36. Pinnularia molaris Teel 
ahs Stauroneis anceps . ial 
38. Gomphonema angustatum ; Tt 
39: Amphora montana tie 
40. Amphora ovalis 7,7 
41. Eunotia pectinalis var. minor he! 
42, Eunotia, praerupta var. inflata Nl 
43. Achnanthes minutissima 7,7 
44, Frustulia vulgaris fish 
45, Surirella ovata 7,7 
46. ; Cymbella naviculiformis TY 
a AT, _ Diploneis ovalis. 7,7 
per oe ' . Tabellaria fenestrata | Cee 
49. Tabellaria flocculosa 7,7 
50. _ Meridion circulare var. constricta ige 
54. Diatoma vulgare 7,7 
f) Acker. 


\, 

Im allgemeinen enthielten die Acker weniger Diatomeenarten als 
die Wiesen. 

So kamen auf einem Kartoffelacker westlich Weende bei Gottingen 
(pu 6,1) im August nur Hantzeschia amphiozys, Navicula mutica, N. m. 
var. nivalis und Stauroneis montana var. lanceolata vor, und ein Acker 
mit jungem Getreide am Nordhang des Steinbergs bei Wiirzburg oberhalb 
-Diirrbachs (pu 6,3) zeigte im Juni nur Hantzschia amphioxys, Navicula 
minima und N. mutica. Ein junges Getreidefeld bei Burghausen/Salzach 
(pu 6,8) enthielt dagegen 8, ein Riibenfeld auf der Insel Wollin (pu 7,5) 
7 Arten. : 

Tabelle V fiihrt die Formen an, die in Ackern insgesamt gefunden 
wurden. Es sind nur 23 aus 7 Gattungen. Wie in der Gesamtheit der 
Boden, so war auch hier Hantzschia amphioxys die hiiufigste. Sie kam 
in 88,2% der Ackerbodenproben vor, wobei’ der eine diatomeenlose 
Boden bei der Berechnung unberiicksichtigt blieb. Die nachst hiufigen 
- Arten bzw. Formen gehéren der Gattung Navicula an; von ihnen be- 
‘siedelten Navicula mutica und ihre Varietat ventricosa iiber die Halfte 
der untersuchten Ackererden. Es folgen. Stawroneis anceps und Pinnu- 
laria borealis aus fast 30° der Boden. 13 der Arten waren hiufiger 
‘als zweimal in Ackern vorhanden (die 13 erstgenannten in Tab. V). 


en at 
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Tabelle V. Acker. Vorkommen der Diatomeen: 


ihe Hantzschia amphiorys wpe 8852 
2: Navicula mutica var, ventricosa 58,8 
3. Navicula mutica 52.9 
4. Navicula atomus 29,4 — 
5. Navicula caduca 29,4 
6. Pinnularia borealis 29,4 
7. Stauroneis anceps ' 29,4 
8. Navicula excelsa 17,6 
9. Navicula mutica var. Cohnii 17,6 
10. Navicula mutica var. nivalis 17,6 
11. Nitzschia palea : 17,6 
12. Stauroneis montana var. lanceolata 17,6 
13. Amphora montana 17,6 
14. Achnanthes coarctata 11,7 
15. Navicula cryptocephala 5,8 
16. Navicula fossalis 5,8 
17. Navicula gibbula 5,8 
18. Navicula minima ; 5,8 
19. Navicula pelliculosa : 5,8 
20. Navicula simplex 5,8 
Oi Pinnularia microstauron £. diminuata 5,8 
22. Pinnularia obscura 5,8 
23. Nitzschia communis 5,8 


y) Ruhendes Land. 


Wie zwischen Ackern und Wiesen, so gab es auch zwischen kulti-_ 
viertem und unkultiviertem ruhenden Land keine grundsitzlichen — 
Unterschiede in bezug auf die Diatomeenarten. Sowohl hinsichtlich der 
Zahl der Arten wie auch der Arten selbst traten bei den verschiedenen 
Standorten starke Differenzen auf; sie wurden vor allem durch die — 
Bodenreaktion und den Feuchtigkeitsgehalt bedingt, insgesamt deckt 
sich die Liste in Tabelle VI, in der alle an Wegbéschungen, Feldwegen, 
Halden, Rasen und iihnlichen Standorten gefundenen Arten zusammen- 
gestellt sind, aber mit den vorhergehenden Tabellen. Die Arten- und 
Formenzahl 46 ist recht hoch, an Gattungen fanden sich 11. Auch die — 


Zahl der Arten, die hiiufiger als zweimal waren, ist relativ groB, niim- 
lich 21. . 


Tabelle VI. Ruhendes Land. Vorkommen der Diatomeen in °/o der Boden. 


eee 
= 


1y Hantzschia amphioxys 84,2 
2. Navicula mutica P< 80,5 
3. Pinnularia borealis 44,7 
4. Navicula mutica var. nivalis 36,8 
D: Navicula atomus 81,5 
6. Navicula contenta f. biceps 31,5 


- i. 4 
{ ear c5. & 
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Tabelle VI. (Fortsetzung.) 


‘he Navicula mutica var. ventricosa 31,5 
8. Nitzschia palea 23,6 
9 Navicula caduca 15,8 
10. Navicula cincta var. Heufleri 15,8 
11. Navicula gibbula 15,8 
12. Navicula excelsa 13,1 
13}. Pinnularia obscura 13,1 
14, Stauroneis anceps 10,5 
15. Amphora montana 10,5 
16. Navicula cryptocephala 7,9 
1%. Navicula minima 7,9 
18. Niteschia debilis 7,9 
19. ' Niteschia Harderi nov. spec. 7,9 
20. Stauroneis montana var. lanceolata 7,9 
21. Achnanthes minutissima 7,9 
22. Navicula insociabilis 5,2 
23. Navicula Lagerstedti 5,2 
24. Niteschia perminuta 5,2 
25. Pinnularia irrorata 5,2 
26. Pinnularia subcapitata 5,2 
Bye, Stauroneis montana 5,2 
28. Eunotia exigua 5,2 
29. Achnanthes coarctata 5,2 
30. Achnanthes lanceolata _ 5,2 
31. Frustulia rhomboides var. saxonica 5,2 
32. Navicula brekkaensis 2,6 
33. Navicula ezxilissima 2,6 
34. Navicula fossalis 2,6 
35. ~~ Navicula Hambergi ° 2,6 
36. Navicula mutica var. Cohnii 2,6 
37. Navicula pelliculosa 2,6 
38. Navicula perpusilla 2,6 
39. Niteschia amphibia 2, 
40. Niteschia vitrea var. salinarum 2,6 
41, Pinnularia fasciata 2,6 
42. Pinnularia microstauron 2,6 
43. Pinnularia subcapitata var. Hilseana 2,6 
44, Surirella angustata 2,6 
pes 45, Surirella ovata 2,6 
46. Epithemia sorex 2,6 
6) Wilder. 


In Laubwildern kamen 42 von den 114 tiberhaupt gefundenen 
Diatomeenformen, also 36,8°/o, vor; sie verteilen sich auf zehn Gat- 
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tungen. Tabelle VIL bringt sie in der Reihenfolge ihrer ‘Hiiufigkeit. 
Ein erheblicher Teil zeigte sich nur ein- oder zweimal. Kinige Arte 
bzw. Formen darunter, nimlich Navicula subseminulum noy. spec., 
N. Lagerstedti var. palustris, N. tantula, N. Harderi und N. mutica — 
var. binodis, wurden nur hier gefunden. Nur 15 Arten waren relativ 
hiufig. An erster Stelle stand wieder Hantzschia amphiorys, die 
in 80% der untersuchten Laubwaldbéden auftrat. Recht hiiufig, 
in 55°%%o der Laubwiilder, wurde Navicula contenta f{. biceps ange-_ 
troffen. Ebenfalls: hiiufig, nimlich in 40 °/o der Laubwaldproben, waren | | 
Pinnularia borealis und P. obscura. Navicula brekkaensis kam im 
ganzen nicht oft vor, nimlich nur in 5,7°o aller 167 Béden, ein er-_ 
staunlich groBer Teil ihrer Fundorte lag jedoch in Laubwildern: 30 °/o 
derartiger Proben wurden von ihr besiedelt. Erst jetzt ist Navicula — 
mutica zu nennen, wiihrend sie sonst neben Hantzschia amphioxrys die 
hiufigste Kieselalge war. Auch Nitzschia palea war gegentiber ihrer _ 
Gesamthaufi¢keit — sie stand an dritter Stelle — in “Laubwaildern . 
relativ selten. 


Tabelle VII. Laubwdlder. -Vorkommen der Diatomeen in °/o der Béden. 


1. Hantzschia amphioxys 80,0 

2. Navicula contenta f. biceps _ 55,0 

a Pinnularia borealis ? 40,0 

4. Pinnularia obscura . 40,0 

5. Navicula brekkaensis ~~ 30,0 

6. Pinnularia subcapitata 25,0 

ifs Navicula mutica 20,0 

8, Nitzschia debilis , 20,0 

9. Nitzschia palea » » 20,0 

10. Navicula atomus 15,0 

11. Navicula cincta var. Heufleri 15,0 

12. Navicula gibbula : 15,0 

13. Navicula insociabilis 15,0 

14. Navicula minima 4 15.0 

Noy. Stauroneis montana var. lanceolata 15,0 

16. Navicula caduca 10,0 

Arie | Navicula contenta 10,0 

18. | Navicula cryptocephala 10,0 

19, Navicula fossalis 10,0 

20. |» Navicula Harderi nov. spec. 10,0 

21. Navicula mutica var. nivalis 10,0 

22. Navicula mutica var. ventricosa 10,0 — 

23. Navicula tantula 10,0 ; 
24, Niteschia amphibia 10,0 } 
25, | Pinnularia microstauron f. diminuata 10,0 . 
26. Achnanthes lanceolata 10,0 ; 
27. Navicula Lagerstedti var. palustris 5,0 


Pewee teiet = 
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Tabelle VII. (Fortsetzung.) 


28. Navicula mutica var. binodis 5,0 
29. Navicula perpusilla 5,0 
80. Navicula subseminulum nov. spec. 5,0 
31. Niteschia frustulum 5,0 
32. Nitzschia Harderi nov. spec. 5,0, 
33. Pinnularia irrorata 5,0 
34. Pinnularia microstauron var. Brébissonii 5,0 
35. Pinnularia viridis 5,0 
36. Stauroneis anceps 5,0 
37. Gomphonema parvulum 5,0 
yas. | Eunotia tenella oe 
39. | Achnanthes coarctata 5.0 
40. | Achnanthes minutissima 5,0 
Al. | Frustulia rhomboides var. saxonica 5,0 
42. | Surirella ovata | 5,0 


Bei den Laubwildern war iibrigens die Zusammensetzung der Diatomeen- 
flora wieder sehr verschieden je nach der Beschaffenheit des Bodens. Nur 
diirftig war die Besiedlung in relativ sauren Boden (z.B. Nordhang des 
Meifiner, 490 m, Sandstein; pu 5,6; Januar: Pinnularia borealis und Pinn. 
Subcapitata). War die Reaktion dagegen nur schwach sauer, so war die 
Diatomeenflora iippiger (z. B. Buchenwald an der Salzach bei Burghausen; 
pa 6,8; Juni): 

 Hantzschia amphioxys, Navicula fossalis, Nitzschia amphibia, 
Nitzschia Harderi, Nitzschia palea, Achnanthes minutissima; ferner 
Buchenwald am Sitidosthang des Hainbergs bei Gottingen: 

Hantzschia amphioxys, Navicula atomus, Navicula contenta f. biceps, 
Navicula eryptocephala, Navicula gibbula, Navicula mutica, Navicula mutica 
yar, nivalis, Navicula mutica var. ventricosa, Nitzschia debilis. 
Trat zu giinstiger Reaktion auch noch relativ groBe Feuchtigkeit, wie es - 
z.B. bei einem Erlenbestand am Nordhang des Hohen Hagen bei Dransfeld 
(pu Aq. dest. 7,0, ie 6,4; Mérz) der Fall war, so war die Artenzahl noch 
gréBer: 

Hantzschia amphioxis, Navicula contenta f. biceps, Navicula Lagerstedtt 
var. palustris, Navicula pelliculosa, Nitzschia frustulum, Pinnularia 
microstauron var. Brébissonii, Pinnularia viridis, Stawroneis anceps, 
Stauroneis montana lanceolata, Gomphonema par vulum, Achnanthes 
lanceolata, Surirella ovata. 

Gerade diese Probe enthielt. mehrere der in dieser Arbeit seltener ge- | 
fundenen Formen, wie dies an feuchten Standorten meist der Fall war, 
In der Diatomeenflora von Wiildern aus kalkreichen Gegenden traten 
auch die fiir soleche Béden charakteristischen Formen auf, nimlich Ach- 
nanthes coarctata und Navicula mutica var. nivdlis, neben den sonst in 
Laubwiildern hiiufigen wie Navicula contenta f. biceps, Nitzschia debilis und 
Pinnularia obscura. . 
Die Diatomeenflora der Nadelwilder war dem gegeniiber immer sehr 
arm. Fast alle Ansiitze aus Nadelwdldern waren ohne Diatomeenentwick- 
jung. Nur drei wiesen iiberhaupt Kieselalgenbesiedlung auf. Der eine von 
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ihnen (Hainberg bei Gottingen) enthielt Hantzschia amphiorys ind Pinnu- - 
laria borealis; der andere (Hoher Hagen bei Géttingen) die gleichen Arten 
und dazu noch Navicula fossalis, und der dritte (Weg Brocken- Harzburg) ) 
-ergab lediglich Pinnularia microstauron. 3 

Da die Bodenreaktion in den Nadelwildern gréBtenteils stark sauer 
und die Hydratur meistens ungiinstig ist, ist nicht verwunderlich, dab die 
Erde bis auf seltene Ausnahmen ohne Diatomeenbewuchs war. Der Licht- 
mangel der Nadelwilder mag dabei auch eine Rolle spielen, doch diirfte 
seine Bedeutung kaum sehr stark ins Gewicht fallen; denn einige andere, 
sehr schattige Standorte waren gut mit Diatomeen besiedelt: Felsspalte 
(pu Aq. dest. 6,8; Mai) in einer dunklen Schlucht bei Gottingen Cottman 
hof) mit : 

aidan amphiorys, Navicula contenta f. biceps, Nutzsonal 

debilis, Nitzschia stagnorum, f 
und der enge Burghof der Hohensalzburg (pu Aq. dest. 6,9; Juni), ag 
neben einer ziemlich groBen Formenmannigfaltigkejt eine sehr grob 
Individuenzahl (Diatomeenentwicklung bis Verdiinnnung 7) zeigte und zwal 

Hantzschia amphioxys, Navicula caduca, Navicula cincta v 

Heufleri, Navicula minima, Navicula ‘mutica, Nitzschia palea, Amphat| 

montana, Achnanthes lanceolata. 

Auch in den Waldern machte sich also der Einflu8 der Feuchtige 
keit und vor allem der Bodenreaktion wieder deutlich bemerkbar. Ini 
Laubwildern geniigte letztere meist den Anspriichen der Diatomeen — 
daher eine recht hohe Artenzahl —, wihrend die saure Reaktion der 
Nadelwalder wohl (neben der Individuenarmut) die sehr geringe. | 
an Arten bzw. das véllige Fehlen der Diatomeenflora bewirkte. 


cc) Hauptfundorte der Diatomeen. | 


-§ 
Tabelle VIII bringt noch einmal eine Aufstellung simtlicher in den 
167 Boden gefundenen 114 Arten und Formen mit Angabe ihrer Fund- 
orte. Die Kieselalgen sind nach ihrer Gesamthiufigkeit geordnet, deren: 
Prozentzahl in der ersten Rubrik angegeben ist. In den  nichsten 
Spalten stehen wieder die Prozente, die die Haufigkeit an den ver: 
schiedenen Standorten (w asserreiche Erden, Acker, Wiesen, ruhend 
Land, Wiilder) ausdriicken. Man kann so die Hauptfundorte. der Arter 
feststellen: 
Hantzschia amphioxys war insgesamt die hiufigste Kieselatoes Sie 
steht auch in den Rubriken fiir die einzelnen Standorte an erster Stelle.: 
Nur an wasserreichen Orten war sie wesentlich seltener. Sie wurde hier 
von sechs Formen, nimlich Nitzschia palea, Pinnularia subcapitata, 
Navicula cryptocephala, Pinnularia microstauron f. diminuata, Achnan~ 
thes lanceolata und Frustulia vulgaris an Hiufigkeit iiberfliigelt. . 
Wihrend Navicula mutica in ihrer Gesamthiiufigkeit Hantzschi 
amphiorys folgte und fast die Hilfte der untersuchten Bodenprobe: 
hesiedelte, war sie an wasserreichen Standorten noch viel seltener al 
(liese. Nur i in 8,3 °/o soleher Erdproben war sie vorhanden. Auch Wiilder 
waren nur spdrlich von ihr bewachsen. Sehr oft dagegen traf man sic 
in Wiesen und ruhendem Land, auch in Ackern. 
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Tabelle VII *) Héufigkeit der gesamten gefundenen Diatomeen 


in 
ee wanes ruhen Laub- 
ae Stand Ackern | Wiesen See Hed 
% % % % % % 
Hantzschia amphioxys 82,6 33,3 88,2 76,9 84,2 80,0 
Navicula mutica 42.0 8,3 52,9 61,5 60,5 20,0 
Nitzschia palea 32 54,2 17,6 46,1 23,6 20,0 
Pinnularia borealis | 81,2 = 29.4 |° 23,0 | 44,7 | - 40,0 
- Navicula contenta f. biceps || 30,4 8,3 _— 46,1 31,5 55,0 
Navicula mutica var. 
ventricosa 29,0 4,2 | 58,8 30,7 31,5 10,0 
 Navicula mutica var. nivalis) 23,2 4,2 17,6 23,0 36,8 10,0 
Navicula atomus 21,0 4,2 | 29,4 -|-80,7 | 31,5 15,0 
Navicula cry ptocephala 18,1 37,5 5,8 23,0 18) 10,0 
_ Pinnularia obscura 18,1 8,3 5,8 | 38,4 | 18,1 | 40,0 
-Achnanthes lanceolata 18,1 37,5 — 15,8 5,2 10,0 
Navicula minima ine 25,0 5,8 1553.4 7,9}, 10,0 
‘Navicula cincta var.Heufleri| 16,6 | 16,6 ‘2 15,3 | 15,8 | 15,0 
Amphora montana 16,6 |. 25,0 17,6 7,7 10,5 — 
Pinnularia subcapitata 14,5 41,6 — 23,0 5,2 25,0 
Nitzschia debilis . 1337. | 4255 2s 15,3. 7,9 20,0 
Pinnularia microstauron : 
f. diminuata ey Bares 37,5 5,8 —) = 10,0 
Braotida caduca 11,6 — 29,4 OA 15,8 10,0 
Stauroneis montana var. | 
lanceolata 10,9 8,3 |517,6-} 30,7 79 \\ 16,0 
’ Navicula gibbula 8,7 = 5,8 Tea 15,8 15,0 
Frustulia vulgaris 8,7 | 33,3 — ag ee = 
Nitzschia amphibia 8,0 | 20,8 = TAT, 2,6 10,0 
Pinnularia microstauron 8,0 12,5 re 17 2,6 — 
Stauroneis montana. 8,0 8,3 — 15,3 5,2) — 
Achnanthes minutissima 8,0 16,6 — 7% 7,9 5,0 
Navicula insociabilis 4,8: | 8,8 = 23,0 5,2 | 15,0 
Stauroneis anceps 7,3 4,2 } 29,4 WT ot 10.5 5,0 
Navicula simplex . 6,5 | 29,4 5,8 a — — 
‘Surirella ovata | 6,5 4,4. — The 2,6 5,0 
Navicula brekkaensis 557 _— _ 7,7 2,6 30,0 
Navicula excelsa 5,7. 17,6 — 13,1 — 
Navicula fossalis 5,7 4,2 5,8 7,7 2.6 10,0 
Navicula mutica var. Cohnii) 5,7 Bo L736 15,3 2,6 _ 
Nitzschia Harderi nov.spec. 5,7 83 — (GEE 59) 5,0 
_Nitzschia perminuta 5.7, |. 8,8 — 5,3 5,2 — 


*) Diese Tabelle ist bereits in den Nachrichten der Gottinger Akademie der Wissenschaften 


publiziert worden. 
29% 


> 


ash 


eheane' py Beg 
Ings Brenpewtan: 
Nig " : = F 
Tabelle VIII. (Fortsetzung.) 
fp wasser- [| 
wa SER eten 
; orten i ME 
% 96°) 1 Ee 
Pinnularia irrorata Be 4,2 ae 
Pinnularia viridis. 28:7 25,0 ne ain 
 Eunotia tenella TOT: 2h, 0e) et 
Pinnularia fasciata 6,0 | 20.8 | =. 
Gomphonema parvulum 5.0 20,8 _— 
Eunotia lunaris — 4,3 | 20,8 = 
Surirella angustata — 4,3 | 12,5 — 
Diploneis ovalis. 4,3 | 12,5 — 
; “Navicula pelliculosa SBiche 5 5,8 
Nitzschia interrupta — 86°) 68,3. te) 
-Pinnularia molaris 3,6 | © 83. | =r 
Eunotia exigua 43,6. | 316.3. eT 
_ Achnanthes coaretata 3,6 | 4,2 11,7") 
_ Navicula contenta 2:9.) i ‘yS 
Navicula Lagerstedti bo iHicr Siete t os pee 
Rhopalodia gibberula 230) 4,2 _— 
_ Nitzschia communis 224) 42 |. 58) 
_ Nitzschia linearis 2,2 1a _ 
Gomphonema angustatum 2,2 8,3 = 
Amphora Normant Ha 2,2 83. — 
Amphora ovalis 8.01 ° BS be 
Frustulia rhomboides var. : 
saxonica Ao = era 
Tabellaria flocculosa 2,2 se tee | 
Meridion circulare 2,2 15) Coe 
Navicula Harderi nov. spec. || 1,4 ph te | 
Navicula perpusilla 14 — —- 
— Navicula seminulum 1,4 4,2 aA, 
Navicula tantula 14 whet Gee 
' Nitzschia frustulum 14 4,2 _ 
Nitzschia stagnorum 14°) eae eS 
Pinnularia mesolepta 14 8,3 _ 
Pinnularia microstauron 
var. Brébissonii 1,4. 4,2 _ 
Pinnularia subcapitata 
var, Hilseana 14 4,2 — 
Stauroneis Smithii Le 83 i 
Epithemia sorex 1,4 4,2 — 
Cymbella naviculiformis 1,4 4,2 care 
Caloneis silicula var. 
% truncatula 1,4 8,3 Be 
Gyrosigma acuminatum 1,4 8,3 = 
PC A SO Rie MOE ome mS 
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Tabelle VIII. (¥ortsetzung.) 


wasser- 


d. ges. | reichen ; 
Boden Stand- | Ackern | Wiesen dem wail- 
orten Land dern 
% % % % % % 
Diatoma vulgare 1,4 4,2 a 17 ie 
Navicula bacillum 0,7 4,2 — a = iS 
Navicula Clementis 0,7 4,2 = == a 
Navicula dicephala 0,7 — - 7,7 — x 
Navicula exilissima 0,7 _ — = 2.6 ad 
Navicula fragilarioides 0,7 _— — = ae Le 
Navicula graciloides 0,7 4,2 = = = = 
Navicula Hambergi 0,7 — Yo 2.6 zak 
Navicula hungarica var. 
capitata 0,7 4,2 == = ee = 
Navicula incompta 07 4,2 = = aes ve 
Navicula Lagerstedti var. 
palustris 0,7 — = aes whet 5,0 
Navicula mutica var. binodis| 9,7 oo -- — _— 5,0 
Navicula muraliformis 
nov. spec. 0,7 — a et = pam 
Navicula pygmaea 0,7 4,2 = — aes S 
Navicula radiosa 0,7 4,2 = =A, st, 2 
Navicula séhrensis ‘0,7 4,2 = —_ oa ste 
Navicula subseminulum 
nov. spec. 0,7 _ = — ae 5,0 
Nitzschia atomus nov. spec.|| 0,7 42 = = wad nes 
Nitzschia hungarica 0,7 4,2 = == es pees 
Nitzschia obtusangula 
nov. spec. 0,7 = — High es — 
Nitzschia parvula 0,7 = — UA — == 
Nitzschia vitrea var. 
salinarum 0,7 —_ _ a 2,6 — 
Pinnularia interrupta 0,7 _ — — = = 
Pinnularia lata 0,7 _ — pel — = 
Pinnularia leptosoma 0,7 4,2 — — = aa 
Stauroneis phoenicenteron 0,7 4,2 — — — = 
Gomphonema angustatum 
var. linearis 0,7 4,2 a> — — — 
Gomphonema longiceps 
var. montana 0,7 4,2 _ — — — 
Amphora ovalis var. 
pediculus 0,7 4,2 — a — eas 
Eunotia pectinalis 0,7 4,2 = = a = 
Eunotia pectinalis var.minor| 0,7 _— — tls a a 
Eunotia praerupta var. 
inflata 0,7 —_ — Tt — oF 
Epithemia zebra var. 
porcellus 0,7 4,2 — — — = 
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Tabelle VIII. (Fortsetzung). 


————— ee 


; eee ruhen- Laub- 
- ZeS. reichen “ ® ale 
idea Stand- Ackern | Wiesen Epes vad 
% | 2% % % % % 
Cocconeis pediculus 0,7 ro “= —_— 
Cocconeis placentula 0,7 — —- | — — _ 
Tabellaria fenestrata 0,7 -= Ste, one — — 
Cymbella perpusilla 0,7 LO nace 1 ay 
Meridion circulare var. | 

constricta 0:7 os =e | a eel _ — 
Rhoicosphenia curvata 0,7 42); — | — — — 

Cyclotella Meneghiniana OF ties 4-2 A) acne i tae eos —s 
Fragilaria capucina 0,7 4,2 | a ae = =P. 
Formen: 114 | 84 23 | 50 46 42 

Gattungen : 24 24 7 15 ll 10 


Nitzschia palea hatte, wie schon bemerkt, ihre Hauptverbreitung » 
an wasserreichen Standorten und kam auch in Wiesen in betréachtlicher 
Zahl vor. 

Pinnularia borealis wiederum war fiir unkultiviertes Land und 
Walder bezeichnend und fehlte an nassen Stellen. 

Da’ Navicula contenta ft. biceps in auffallend vielen Laubwalderd- | 
proben zu finden war, wurde bereits betont. Sie fehlte in Ackern, , 
wihrend Navicula mutica var. ventricosa fiir diese auSerordentlich | 
charakteristisch war. 

Viele Fundorte von Navicula mutica var. nivalis waren ruhendes | 
unkultiviertes Land. Navicula eryptocephala jedoch war in solcher ° 
Iirde selten, sie zog deutlich wasserreiche Standorte vor. 

Im Vergleich zu ihrer Gesamthaufigkeit war Pinnularia obscura | 
in Laubwildern und Wiesen eine oft gefundene Kieselalge. 

Stauroneis anceps war eine typische Ackerdiatomee, wihrend Staw- - 
roneis montana und ihre Varietiit lanceolata bezeichnend fiir Wiesen wart. . 

Weitere Besonderheiten wurden bereits in den vorhergehenden Ab- - 
schnitten behandelt. Es sei noch einmal auf das hiufige Auftreten der ° 
im ganzen seltener gefundenen Navicula brekkaensis in Laubwiildern | 
hingewiesen. Sie fehlte in Ackern und wasserreichen Standorten. 

Fiir drei Formen fehlt die Fundortangabe, da sie je einmal an. 
Standorten vorkamen, die sich schlecht in die Gruppen der anderen 
einreihen lassen. Navicula fragilarioides fand sich massenhaft in Mauer- - 
ritzen des Botanischen Gartens Gottingen; Pinnularia interrupta in 
einer Moortasche bei Bad Elster (pu Aq. dest. 6,9, KCl 6,2; Juni) und 
Cocconeis placentula neben vielen anderen Diatomeen (u. a. Nitzschia | 
Harderi) im Botanisechen Garten Gottingen unter Fichten. 

Von den selteneren Arten kam Nitzschia stagnorum auger an wasset- 
reichen Standorten noch in einer Feldspalte (vgl. S. 434), Nitgschia 
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interrupta und Rhopalodia gibberula hiufiger im Botanischen Garten 
Gottingen vor. 


3. Moosrasen. 


In der Literatur wird vielfach darauf hingewiesen, da& Moose eine 
reiche Diatomeenflora beherbergen. Um einen Einblick in diese Ver- 
hiltnisse zu bekommen, wurden einige wenige (5) Moosproben unter- 
sucht (3 trockene Moospolster von Steinen und 2 feuchte, némlich 
Dicranum von der Wurzel einer Fichte und Sphagnum aus einiger Ent- 
jfernung von einem Teichrand). 

Um auch hier Anreicherung der Arten zu erzielen, wurden die Moose 
mehrmals mit Wasser getriinkt, iiber einem Sieb ausgedriickt und dieser 
Extrakt zentrifugiert. Von dem so erhaltenen konzentrierteren Medium 
}wurden Fliissigkeitskulturen in Reagenzglisern angesetzt. Die Entwick- 
jlung war durchweg gut. 

Von den ermittelten 35 Formen, die sich auf 33 Arten von 12 Gat- 
tungen verteilen, waren nur 6 neu, die iibrigen waren schon aus den 
Erdproben isoliert worden. 

In Tabelle IX sind zunichst die 6 nur auf Moos gefundenen genannt 
und dann die iibrigen in der Reihenfolge ihrer Haufigkeit in den fiinf 
Proben aufgezahlt. 

Es bestand ein deutlicher Unterschied zwischen den trockenen und 
feuchteren Standorten. Fiir erstere waren charakteristisch: Hantzschia 
amphiorys, Navicula Lagerstedti, N. mutica und ihre Varietiten, Nitz- 
schia debilis und Pinnularia borealis; fiir letztere: Nitzschia palea, 
Navicula simplex, Achnanthes hungarica und Amphora Normani. Aut 
heiden fanden sich Navicula contenta f. biceps, N. cryptocephala und 
Caloneis lepidula. Navicula contenta {. biceps kam als Massenform nur 
auf einer trockenen Moosprobe vor. Die Zusammensetzung der Dia- 
tomeenflora trockener Moose ihnelt sehr der trockener Erde, die 
feuchter Moose derjenigen wasserreicher Standorte. 


C. Neue Arten. 


Herr Dr. Hustepr hatte die Freundlichkeit, die neuen Arten zu be- 
stimmen, ihre Diagnose aufzustellen, sie zu zeichnen und die Abbildungen ~ 
dieser Arbeit zur Verfiigung zu stellen. 


iL. “Navicula Hardeyri nov. spec. (Abb. 4). | 


Schalen lanzettlich mit stark konvexen Seiten 

und spitz gerundeten, nicht vorgezogenen Enden, 

9—13y lang, 3—4u breit. Raphe gerade, faden- | 

formig, mit entfernt gestellten Zentralporen, Axialarea 

sehr schmal, linear, Zentralarea eine breite, bis an 

den Schalenrand reichende Querbinde. Transapikal-  Abb.4. Nitzschia Harderi 
streifen ziemlich stark radial, etwa 28 in 104. Ahnelt Nov. spec. 

in ihrer Form der Caloneis bacillum Vat. lancettula 

(Schulz) Hust., unterscheidet sich aber auBer durch den Mangel der fiir 
Caloneis charakteristischen Liingslinie durch stirker radiale Streifung und 


die enge Axialarea. 
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Tabelle IX. Moosrasen. 


= =. Zahl des Zahl des 
Vorkommens Vorkommens 
in 5 Moosen | als Massenform 
1. Achnanthes hungarica 2 2 
2. Synedra ulna : ai 
3. Caloneis lepidula 2 a 
4. Navicula festiva il — 
D. Pinnularia gibba var, parva 1 — 
6. Synedra capitata 1 = 
he Navicula contenta f{. biceps 4 1 
8. Navicula mutica d 1 
9. Nitzschia palea 4 2 
10. Navicula cryptocephala 3 ar 
11. Navicula mutica var. nivalis 3 1 
2a Pinnularia borealis 3 a 
WB}: Achnanthes coarctata 3 = 
14. Hantzschia amphiorys 3 1 
15. Navicula Lagerstedti 2 1 
16. Navicula radiosa 2 = 
iT Navicula simplex 2 a 
18. Nitzschia amphibia 2 = 
19, Nitzschia debilis 2 = 
20. Nitzschia interrupta 2 <= 
21. Gomphonema parvulum 2 2 
22. Amphora Normani 2 1 
23. Achnanthes lanceolata 2 = 
24. Cyclotella Meneghiniana 2 = 
2D: Navicula atomus 1 ==. 
26. Navicula cincta var. Heufleri il — 
27. Navicula insociabilis 1 — 
28. Navicula mutica var. ventricosa 1 == 
29. Navicula tantula 1 =F 
30. Pinnularia molaris 1 ar} 
31. Pinnularia obscura 1 ead ; 
32. Amphora montana 1 = 
33. Cocconeis placentula 1 = 
34. Rhopalodia gibberula 1 — 
35. Caloneis silicula var. truncatula 1 = 


2, Navicula muraliformis nov. spec. (Abb. 5). 


Schalen elliptisch mit breit gerundeten Enden, 10—12 w lang, 3,5—5 wu 
breit. Raphe gerade, fadenférmig, Axialarea schmal linear, in der Mitte 
nicht erweitert, daher ohne Zentralarea. Transapikalstreifen zart, aber ver- 
hiltnismabig weit gestellt, etwa 20 in 10 wu, durchweg senkrecht zur Mittel- 
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linie. Die Art ahnelt habituell der Navicula muralis Grun., ist aber zarter 
und unterscheidet sich besonders durch die entfernter gestellten Trans- 
apikalstreifen. 


| 


Abb. 5. Navicula muraliformis nov. spec. Abb. 6. Navicula 
subseminulum 
nov. spec, 


3. Navicula subseminulum nov. spec. (Abb. 6). 


Schalen linear-lanzettlich mit leicht konvexen Seiten und stumpf ge- 
rundeten Enden, etwa 10—15 4 lang, 3—4 yw breit. Raphe gerade, faden 
formig, mit voneinander entfernt gestellten Zentralporen. Axialarea sehr 
eng, linear, Zentralarea grof, im Umrif8 rundlich quadratisch. Transapikal- 
streifen leicht radial, 20—24 in 10, in der Mitte stark aber gleichmabig 
verkiirzt und etwas entfernter gestellt, etwa 16 in 10 4. Steht der Navicuda 
seminulum nahe, unterscheidet sich aber besonders durch die entfernt ge- 
stellten Zentralporen und die grofe Zentralarea.. 


4. Nitzschia atomus nov. spee. (Abb. 7). 


Schalen lanzettlich mit ziemlich spitz gerundeten, oft leicht geschnibel- 
ten Enden und schwach konvexen, nur in kleinen Individuen stirker ge- 
wilbten Seiten, 7—12 4 lang, 1,52 y breit. Zellen in Giirtelbandansicht 
schmal linear. Kiel stark exzentrisch, Kiel- 
punkte sehr klein, kaum erkennbar, entfernt 
gestellt, etwa 10 in 10m. Transapikalstreifen 
kriftig, 18—20 in 10, aber ohne erkenn- 
bare Punktierung. Unterscheidet sich von 
kleinen Formen von Nitzschia amphibia und 
des Formenkreises von Niteschia frustulum app. 7. Nitzschia atomus nov. spec. 
durch die winzigen Kielpunkte und die fiir 
die geringe Gréfe unverhiltnismabig grobe Streifung, die aber im Gegen- 
satz zu Niteschia amphbia keine deutliche Punktierung zeigt. Der Schalen- 
umri8 unterliegt den bei lanzettlichen Formen allgemein verbreiteten Varia- 
tionen: Die gréBeren Individuen sind schmal-lanzettlich mit kaum oder 
(meistens) gar nicht vorgezogenen Enden, die kleineren sind breiter lanzett- 
lich und neigen zur Ausbildung geschnabelter Enden. 


5. Nitzschia Harderi nov. spec. (Abb. 8). 


Schalen linear mit parallelen Seiten und kurz vorgezogenen, schwach 
geschnibelten, ziemlich stumpf gerundeten Enden, um 30 w lang, etwa 3,5 u 
breit. Zellen in Giirtelbandansicht breit linear mit abgerundeten Eeken und 
geraden bis leicht konvexen Seiten. Kiel stark exzentrisch, Kielpunkte 
ziemlich grok, unregelmibig gestellt, 7—10 in 10 wu. Struktur duBerst zart, 
transapikale Streifung bisher nicht aufgelost (2mm Apochromat, 1,40 num, 
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Ap., Einbettung in Hyrax). Unterscheidet sich von ‘hnlichen Formen aus 
der Gruppe der Nitzschia palea, besonders von Ni. Kiitzingiana, durch die 
lineare Gestalt und die gréberen Kielpunkte. 
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Abb, 8. WNitzschia Harderi nov. spec. 


6. Nitzschia modesta nov. spee.® (Abb. 9). 


Schalen linear mit parallelen Seiten und kurz keilférmig verschmalerten, 
ziemlich stumpf gerundeten Enden, etwa 18—23 , lang, um 3 y breit. Kiel 
stark exzentrisch, Kielpunkte verhiltnismiBig groB, 8—10 in 10. Transapi- 
kalstreifen kriftig, etwa 20 in 10 ,. Punktierung aber kaum erkennbar, Steht 
zwischen Nitzschia amphibia und dem Formenkreise von Nitzschia frustu- 
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Abb. 9. Nitzschia modesta nov. spec. 


lum, insbesondere Ni, Hantzschiana, Von Ni. amphibia ist sie durch dichtere 
Streifung und die deutliche Punktierung verschieden, wiihrend andererseits 
die Struktur der neuen Form doch so grob ist, daf& eine Verbindung mit 


den noch feiner strukturierten Formen aus der Verwandtschaft von Ni. 
frustulum ausgeschlossen erscheint. 


_ ® Die Art wurde erst nachtriglich bestimmt, so da® ihr Auftreten in 
einer Wiese unterhalb des RoBkopfes an der Werra (Grauwacke, pu 6,2, 
Januar) im vorstehenden Text nicht mit beriicksichtigt werden konnte. 
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%. Nitzschia obtusangula nov. spee. (Abb. 10). 


Schalen linear-lanzettlich mit schwach konvexen Seiten und stumpf ge- 
rundeten, nicht vorgezogenen Enden, etwa 15—18 y lang, um 3, breit. 
Kiel stark exzentrisch, Kielpunkte auffallend gro’, 6—10 in 10 (mei- 


Abb. 10. Nitzschia obtusangula nov, spec. 


stens 8). Struktur der Zellwand iuBerst zart, bisher nicht aufgelost (Hyrax- 
praparat, Apochr. 2mm, 1,40 num. Ap.). Unterscheidet sich von den iibrigen 
kleinen Arten ohne erkennbare Struktur durch die grofen Kielpunkte. 


Ill. Besprechung der Ergebnisse. 


Arbeiten, die sich speziell mit Erddiatomeen beschiftigen, gibt es 
bisher nicht. 

Die Ergebnisse der vorstehenden Untersuchungen tiber die Ver- 
breitung der Erddiatomeen bestiitigen jedoch zum grofen Teil die Be- 
funde iiber Gewéisserdiatomeen und die Angaben solcher Autoren, die 
neben anderen Algenklassen im Erdboden auch Erddiatomeen be- 
handelten. 


1. Individuenzahl. 


Vergleicht man die Individuenzahl je ccm Erde mit denen anderer 
Autoren, so fillt ihre ungewéhnliche Héhe (namlich bis 100 Millionen) 
auf. Korrmann (1934) fand durch direkte Zahlmethode 290000 Zell- 
fragmente von Algen und 1 Million Algenzysten in 1g Erde’, FeHER 
(1933) gibt etwa 50000 Algen an, PETERSEN (1935) bis 3 Millionen je 
cem. Zieht man in Betracht, da® bei uns nur die Werte fiir Diatomeen 
angegeben sind, nicht aber die fiir die iibrigen Algen®, von denen 


7 Nach eigenen Wagungen wiegt 1ccm Erde in dem yon mir ver- 
wendeten Auflockerungszustand 0,9—1,2 g je nach Feuchtigkeit und Struktur 
des Bodens, Janke (1933) fand ungefihr das Doppelte an Bakterien in 
1cem Erde wie in 1g, z.B. in 1g Wiesenerde 781160000, in 1 cem Wiesen- 
erde 1445100000; danach wire also 1 ccm Erde etwa doppelt soviel wie 1. 

8 Nach Ferner (1933) iiberwiegen in Waldbdden die Chlorophyceen, 
meist auch die Schizophyceen, tiber die Zygophyten (Bacillariaceen und 
Conjugaten); Jouns Befunde (1942) ergaben ebenfalls ein Vorherrschen | der 
Chlorophyceen und Cyanophyceen; Heterokonten kamen in seinen Béden 
seltener als Diatomeen vor. Franck (1921) gibt das Verhialtnis 6:2 (z. Zt. 
der Schneeschmelze 7: 2) fiir Diatomeen gegeniiber den iibrigen Organismen 
im Boden an. Werrravur (1943) fand, dab das Verhiltnis im Laufe des 
Jahres sehr verschieden war. 
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hauptsiichlich einzellige Griimalgen auch in den letzten Verdiinnungen 
vorkamen, so ergeben sich fiir unsere Boden ungeheure Zahlen von 
Algenkeimen in lecm Erde. Da nicht anzunehmen ist, daB das Aut- 
treten von Algen in den letzten Verdiinnungen nur durch Zufalle zu- 
standegekommen sein kann, so diirfte die Zahl der Algen im Boden 
tatsiichlich gréBer sein, als man bisher annahm. 


2. Einflug der Umweltfaktoren auf die Individuenzahl. 


Man kennt schon lingst die pu-Beziehungen bei Algen im allge- 
meinen und Diatomeen im speziellen. Bei unseren Untersuchungen 
trat die Vorliebe der Diatomeen fiir alkalisches Substrat (vgl. HusTepr, 
1937/39, Kore, 1932, PerersEN, 1935, ScHELHORN, 1936, JoHN, 1942, — 
Krasske, 1943) deutlich hervor, ebenso der férdernde Eintlu®B der 
Feuchtigkeit auf den Diatomeenreichtum des Bodens (France, 1921, 
Fenkr, 1933, Perersen, 1935). Daher waren die wasserreichen Stand- 
orte am individuenreichsten, wenn sie nicht extrem sauer waren. 

Nach Francé (1921), Gistt (1933) und Perersen (1935) diirfte die 
Diingung der Grund dafiir sein, daf sich als naichst individuenreich 
die kultivierten Béden erwiesen; jedoch waren Acker individuendirmer 
als Wiesen, wobei die gréBere Feuchtigkeit vieler Wiesen ausschlag- 
gebend sein diirfte. Uber die unkultivierten Béden sank die Individuen- 
zahl bis zu den Waldern, wobei das fast ganzliche Fehlen der Diatomeen 
in Nadelwiildern durch deren saure Bodenreaktion (pu meist unter 4) 
bedingt sein diirfte. 


3. Artenzahl. 


Bei unseren Untersuchungen wurden in den 167 Béden insgesamt | 
114 Formen von 100 Arten aus 24 Gattungen gefunden. Das ist viel 
im Vergleich zu den bisherigen Literaturangaben ®, wenig im Verhilt- 
nis zu dem, was in Moosrasen und vor allem in Gewissern vorkommt 
jnach Hustrepr (1942) in Moosrasen 147 Formen und (1937/39) in 
683 Proben tropischer Gewiisser 645 Formen von 445 Arten und 
45 Gattungen]. Wihrend fiir Gewiisser 200 Formen in einer Probe 
nichts seltenes sind, mui man einen Boden mit mehr als 10 Arten 
bzw. Formen schon als formenreich bezeichnen; mehr als 20 Arten 
wurden nur sehr selten gefunden. Bei Ansitzen der Erdproben auf 
Agar oder in Fliissigkeit wurden ungefihr gleichviel Diatomeen- 
arten bzw. -formen gefunden, wogegen JoHn (1942) wesentlich weniger 
Diatomeen in Fliissigkeitskulturen als in seinen ,,moist-cultures“ fand 
und deshalb Diatomeenlisten allein nach Fliissigkeitskulturen fiir un- 
volistiindig halt. Auch die durchschnittliche Artenzahl eines einzelnen 
Bodens war bei unserem Material bei beiden Kulturen fast die gleiche. 
_ * Anmerkung bei der Korrektur: Lunyp (New Phytologist 1946, 45, 56) 
gibt fiir englische Béden 52 Arten an; die Arbeit wurde mir erst nach der 
Drucklegung bekannt. 
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_ Wie bei Husrept (1942, in Sumpfwiesen), so hatten auch in unseren 
Boéden den Hauptanteil an den Formen die Gattungen Navicula, Nitz- 
schia und Pinnularia. Die gemeinste Kieselalee war Hantzschia amphi- 
oxrys, die auch bei den bisherigen Erduntersuchungen stets am haufig- 
sten gefunden wurde (France, 1921, Kose, 1932, PreTersen, 1935). 
iIhre besondere Widerstandsfihigkeit ergibt sich auch daraus, dah 
Fentr (1933) und Petersen (1935) Hantzschia amphiozxys in gefrorener 
; Erde fanden. Auch im Botanischen Garten in Géttingen konnte sie in 
gefrorener Februar-Erde festgestellt werden, jedoch nicht allein, son- 
dern gemeinsam mit Navicula mutica var. nivalis und Navicula con- 
tenta f. biceps. In groBer Menge (Auftreten in Verdiinnung 4) fand sie 
sich auch in auBerst trockener Erde von einer stark besonnten Wein- 
bergmauer am Siidhang des Steinbergs bei Wiirzburg; hier vollig allein. 
An zweiter Stelle stand nicht wie bei Korse (1932) und FRancé (1921) 
Pinnularia borealis sondern Navicula mutica. 


4, Bedeutung der Reaktion. 


Nach Husrepr (1943) ,,la8t sich eine Gruppierung der Diatomeen 
mit Hilfe des pu-Wertes zum Zwecke ihrer dkologischen Charakteristik 
vornehmen‘; sie wurde auch vorstehend fiir die hiufigsten Arten bzw. 
Varietiten durchgefiihrt. Die meisten Formen kamen im pu-Bereich 
6,9—6,0 vor, was Husrepr (1937/39) und Krassxe (1943) auch fiir Ge- 
wiisserdiatomeen feststellten. Die Gattungen Pinnularia und Eunotia 
sind durch Perersen (1935) und Joun (1942), durch Hustept (1937/39) 
‘auch Tabellaria und Frustulia, als siureliebende Gattungen bekannt; 
unsere Ergebnisse bestatigten dies. Daf Navicula mutica var, nivalis 
und Achnanthes coarctata nach Jouns Feststellung (1942) nur auf 
Kalkboden vorkommen sollen, ist auch nach unseren Befunden insofern 
wahrscheinlich, als diese Formen auch bei unseren Untersuchungen 
‘stets in alkalischen oder héchstens sehr schwach sauren Boden ge- 
funden wurden, und Kalkgehalt und alkalische Reaktion meist Hand 
in Hand gehen. Dagegen konnte die Angabe Jonns (1942), daB Nite- 
schia palea nur auf alkalischen Boden vorkame, nicht bestiitigt werden. 
Es scheint iibrigens, als ob Formen, die saures Substrat bevorzugen, 
besser auf Agar gedeihen, diejenigen, die vorwiegend aus alkalischen 
Béden stammen, besser in Fliissigkeitskulturen. Auch bei Joun (1942) 
wuchs Navicula mutica var. nivalis besser in Flissigkeit. 
Kalkgehalt des Bodens wirkte sich sowohl in der Arten- als auch 
Individuenzahl giinstig auf das Diatomeenwachstum aus, 


5. Bedeutung der Feuchtigkeit. 


An feuchten Standorten war die Zahl der Arten gréfer als an 
trockenen, jedoch nicht einfach so, da an trockenen Stellen gewisse 
-Arten wegfallen, die der gréferen Trockenheit nicht gewachsen sind; 
sondern von den in unseren Béden gefundenen 114 Formen kamen 
gwar 63 nur oder vorwiegend an feuechten Standorten (in der Nahe 
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eines Gewassers) vor, aber 11 waren indifferent, und 40 traten sogar | 
selten oder nie an nassen Stellen (nahe einem Gewdsser) auf. PETERSEN. 
fand dagegen bei friiheren Untersuchungen (1912) von 36 Formen 24 
hauptsiichlich in Erde, wiihrend 9 ebenso oft im Wasser wie in Erde 
vorkamen, und 4 als Gewisserdiatomeen betrachtet werden muften 
und nur gelegentlich im Boden getroffen wurden. Was FRaNcE (1921) 
fiir edaphische Lebensformen im allgemeinen feststellte, konnte als 
fiir Diatomeen bestitigt werden: die Zahl der Arten steigt mit Zz 

nehmendem Wassergehalt. } 


Von den Hauptgattungen waren Nitzschia und Pinnularia charak- 
teristisch fiir feuchte Standorte, wihrend die Hauptmasse der Navicul 
Arten an trockeneren Stellen zu treffen war. 


6. Sonstige Bedingungen. 


Perersens Beobachtung (1935), daf kahler Boden artenreicher sei 
als bewachsener, traf fiir Diatomeen nicht zu. Vielmehr zeigte sich | 
deutlich die Einténigkeit und Artenarmut der Diatomeenflora des 
Ackerbodens, von der schon Francé (1921) schreibt. Wiesen ent- 
hielten, Wesentlich mehr Arten; auch unkultiviertes Land war recht 
abwechslungsreich von Diatomeen besiedelt. Waldbéden waren ZWi 
weit individuenirmer als Ackerland (vgl. Kors, 1932), doch war die: 
Zahl der Diatomeenarten nach, unseren Befunderi in Laubwiildern | 


fast doppelt so groB. : 


An allen Standorten machte sich der Einflu8 der Bodenreaktion und 
Feuchtigkeit bemerkbar. Feuchtigkeit vergréBerte die Artenzahl, saure : 
Keaktion verringerte sie in der Regel und brachte stets die fiir sie cha- 
rakteristische Flora hervor. Bei sikannener Reaktion traten Bese | 
bezeichnende Arten auf. 


Die Feststellung Kopes (1932), da® mit Urin gediingte Erde aif 
ungiinstiges Substrat fiir Diatomeen wiire, konnte bestiitigt werden. 4 


Nach Untersuchungen des Ostseestrandes und des Salzachufers 
scheint heller quarzhaltiger Sand ungeeignet fiir Diatomeenwachstum | 
: 


¢ 


u 
Bei der Aufstellung der Hauptfundorte aller Diatomeen traf Francés - 


Beobachtung (1921), wonach Navicula mutica eine Acker- und Wiesen- - 
diatomee ist, zu. Navicula brekkaensis war neben Navicula contenta ' 


f. biceps, Panera borealis und P. obscura charakteristisch fiir Laub-. 
wilder. 


7 


7. Moosrasen. 


Kinige in Fliissigkeitskulturen angesetzte Moosproben waren, wie 
nach der Literatur (Hustepr 1934, 1942) zu erwarten war, gut von Dia- 
tomeen besiedelt. Wie bei der Erde, so bestand auch hier ein doutlichee 
Unterschied in der Diatomeenflora feuchter und trockener Moosrasen. . 
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Zusammenfassung. 


1. 167 Bodenproben verschiedenster deutscher Herkunft zwischen 
Ostsee und den Alpen wurden auf ihren Gehalt an Diatomeen untersucht» 
a) auf Agar zur qualitativen, b) in Fliissigkeit zur quantitativen Er- 
fassung der Arten. Die Fliissigkeitskulturen wurden nach der Methode 
}von PETERSEN (1935) angesetzt. Dabei wurde eine besonders fiir 
Diatomeen modifizierte ,,Erdschreiberlésung* verwendet. Die Bestim- 
mung der Arten erfolgte an gegliihten Dauerpraparaten. 


2. Der gréBte Teil der Ansiitze auf Agar war individuenreich. In 
Flissigkeit traten Diatomeen am hiufigsten bis Verdiinnungsstufe 3 auf, 
d.h. es muSten mindestens 10000 Zellen je com Erde im Ausgangs- 
substrat enthalten gewesen sein. Die héchste gefundene Zahl war 100 
Millionen im cem Erde. 


3. Entscheidenden EinfluB auf die Besiedlungsdichte der Erden hatte 
die Bodenreaktion: alkalisches bis schwach saures Substrat war indi- 
viduenreich, stark saures wesentlich -armer. 

Die férdernde Wirkung der Feuchtigkeit wurde durch die Boden- 

reaktion stark beeinfluBt, ebenso umgekehrt. 
Die individuenreichsten Standorte waren die wasserreichen Boden, 
€s folgten die kultivierten, dann die unkultivierten und die Laubwiilder; 
selten oder gar nicht von Diatomeen belebt waren Nadelwalder (wegen 
‘der sauren Reaktion ihrer Béden). 


_ 4. Die insgesamt gefundenen 114 Formen verteilen sich auf 100 Arten 
und 24 Gattungen und gehéren mit Ausnahme einer Centralen zu den 
Pennalen. Durchschnittlich enthielten die Erdproben etwas weniger 
als 7 verschiedene Diatomeen je Ansatz; Ansitze mit mehr als 10 Formen 
waren als artenreich zu bezeichnen (23 Béden); mehr als 20 Arten 
wurden in nur 3 Erden gefunden, manche Béden (mehr als 10°/0) waren 
‘dagegen ganz frei von Diatomeen. 


5. Die Bodenreaktion wirkte sich an der Artenzusammensetzung der 
- Diatomeenflora aus. Der gréBte Teil der Formen gedieh bei pu 6,9—6,0. 
Fiir alkalische baw. saure Béden waren bestimmte Kieselalgen charakte- 
ristisch. :; ; | 
6. Wasserreiche Standorte (Ufer, Grabenrainder, Tiimpel u. dgl.) 
waren reich an Arten, die fast 3/4 der 114 bestimmten ausmachten und 
sich auf alle 24 Gattungen verteilten. Die gré®te Zahl der Nitzschien 
und auch Pinnularien lebte in feuchtem bis sehr feuchtem Substrat, 
“wiihrend die meisten Naviculaarten bezeichnend fiir normal durch- 
feuchtete bis trockene Boden waren. 


7. Acker waren zwar individuenreich, doch ihre Artenkombination 
"war recht eintonig. Nur 23 Formen aus 7 Gattungen kamen hier vor. 

, Die Zahl der Arten bzw. Formen, die in Wiesen gefunden wurde 
- (niimlich 51), war wesentlich gréBer als die der Acker. Der Grund dafiir 
 diirfte die hiiufig recht feuchte Bodenbeschaffenheit sein. 
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$ Ruhendes, d. h. unkultiviertes Land war trotz ioe sopnserde Indi- t a 
oe yiduenzahl ebenfalls formenreicher als Acker. Aus i Gattungen wurde / 
i hier insgesamt 46 Formen gefunden. 

* Das gleiche gilt fiir Laubwiilder, in denen auch mehrere seltenet 
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-f, Mikrobiol. 4, 348--378 (1933). 


_ophyta in Pascher, Die Siiéwasserflora Mitteleuropas, 2. Auflage. Jena 1930. - 


_ Rabenhorst, Kryptogamentflora, Leipzig 1927. — Hustepr, Fr.: Die Dia- 


gefundene Arten bzw. Varietiten vorkommen. 
Nadelwiilder waren nicht nur individuen- sondern auch formenarm. : 


8. Kalkgehalt des Bodens wirkte sich giinstig auf Gna Diatomeer +e 


wachstum aus. 
9. Aus Tabelle 9 sind die Hauptfundorte der 114 Formen ersichtli ‘ 
10. Die Entwicklung von Diatomeen aus einigen Moosproben, die 
Flissigkeitskulturen untersucht wurden, war durchweg gut. Die Dia- _ 
tomeenflora trockener Moose ihnelte der trockener Erde, as feuchter 
Moose der wasserreicher Standorte. 1 ae 
11. 7neue Arten wurden gefunden. . es | 
Die vorliegende Arbeit wurde unter Leitung von Herrn Professor Dr. 
R. Harper durchgefiihrt, dem ich meinen herzlichen Dank ausspreche. Ganz 
besonders danke ich auch an dieser Stelle noch einmal Herrn Dr. F. HustEDr © 
fiir seine Hilfe und die vielseitige Férderung der Arbeit. aif 
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sich gegenseitig ergiinzen und bestiitigen. 


(Aus der Biologischen Zentralanstalt der US- und britischen Zone. — 
Institut fiir Bakteriologie und Serologie, Braunschweig-Gliesmarode.) 


Mikrobiologischer Beitrag zur ‘istae der 
Ursachenfrage in der Meteorobiologie. 


* 
Von te 
H. Borre.s, — 


Mit 31 TemtantyenoRen: 
(Eingegangen am or. Mare 1948.) 


In einer groBen Zahl niadizitisch aibteoraloetseles Veréffent- 
lichungen [1, 10, 30, 31, 32, 41] wurde am Menschen, vereinzelt auch 
am Tier [25] und an der hdheren Pflanze [36] nachgewiesen, daB 
zwischen dem Ablauf biologischer und meteorologischer Vorgange enge 
Zusammenhinge bestehen. Zur gleichen Feststellung fiihrten eigene — 
Untersuchungen, die sich aber in erster Linie nicht auf den Menschen, } 
sondern auf Mikroorganismen, besonders Bakterien erstreckten [2, 3, 4, 
5, 37]. Dabei wurde eine stets wiederkehrende einfache Beziehung ge-~ 
funden, nimlich Aktivierung biologischen Geschehens bei antizyklo- 
nalem tind Liihmung desselben bei zyklonalem Wetter. SchlieBlich er- 
gab sich auch, da& Bakterien unter Umstiinden schon in wenigen Mi- — 
nuten vor Wolkenanflésung eine Belebung erfahren und umgekehrt 
eine Lihmung vor Wolkenhildung- [4]. ° 

Auf dem von mir eingeschlagenen Wege zur Auffindung der eigent- j 
lichen Ursache solcher zum Teil verbliiffender Wirkungen sollte durch — 
experimentelles AusschlieBen einer Méglichkeit nach der anderen das — 
wirksame Prinzip gewissermaBen immer enger eingekreist werden. — 
Erste Versuche in dieser Richtung wurden in anderen Mitteilungen. 
kurz erwihnt [2,37]. Damals schon lieBen die Ergebnisse den Ge- 
danken an Strahlung als Ursache aufkommen, wenn auch noch ganz 
ungewib. 

Weitere eigene Baiparauehennen sollen im. folgenden beschrieben 
werden. Sie stellen allerdings nichts Abgerundetes dar, weil sie aus 
kriegsbedingten Griinden abgebrochen werden muften und dann nur 
behelfsmiBig weitergefiihrt werden konnten. Dennoch scheint mir eine 
Verdffentlichung gerechtfertigt, da immerhin neue Erkenntnisse ge-_ 
wonnen wurden ° und auBerdem i inzwischen erschienene Arbeiten anderer 

Autoren [7, 8, 16, 23, 24] und einige der hier mitzuteilenden Ergebnisse 
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Hermetisch verschlossene Kulturen. 


Schon durch die Art und Weise, wie allgemein Mikroorganismen in 
einer Nihrlésung geziichtet werden, lassen sich drei Klimafaktoren, 
deren Anderung zum Teil auch heute noch als Ursache fiir das in Frage 
stehende wetterabhingige Verhalten der Lebewesen angesehen wird, 
von vornherein ausschlieBen. In den Na&hrmedien im Thermostaten 
bleiben Temperatur und Feuchtigkeit unabhiingig von der Aufenlutt 
cinigermafen konstant, und durch den dichten Wattestopfen, mit dem 
die KulturgefaiBe verschlossen werden, kénnen die sogenannten Luft- 
ionen nicht in den Lebensraum der Bakterien eindringen. Ferner 
kommen hier Magnetismus und elektrisches Potentialgefille zwischen 
Atmosphare und Erde [25] kaum in Betracht und lieBen sich iiberdies 
durch entsprechende Anordnungen ausschlieBen [2]. 

Aber einige der bekannteren Wetterfaktoren blieben dann immer 
noch zu priifen, ehe mit gréBerer Wahrscheinlichkeit auf Strahlung als 
Ursache geschlossen werden konnte, nimlich Anderungen im Luftdruck 
und Anderungen in der chemischen Zusammensetzung der Luft. Diese 
Faktoren galt es nunmehr ebenfalls vom Lebensraum des Versuchs- 
objektes fernzuhalten, damit ihre Bedeutung fiir das Problem: klar- 
gestellt werden konnte. 

Als Objekt fiir entsprechende Versuche diente Pseudomonas tume- 
jaciens, dessen jJugendliche, lebhaft bewegliche Stibchen sich vor und 
bei Hochdruckwetter zu sternformigen Gruppen zusammenlegen, bei 
Tiefdruckwetter dagegen nicht oder nur undeutlich. Uber dieses Ver- 
halten von Pseudomonas tumefaciens wurde schon berichtet [38]. 

Es war nun eine Versuchstechnik auszuarbeiten, mit deren Hilfe es 
gelingen muBte, das Bakterium in einem zugeschmolzenen Glasgefai 
24 Stunden bei 29° C! vorzuziichten und dann, ohne dieses Gefa® zu 
6ffnen, die jungen, schw&irmenden Bakterien in eine andere Nahrlésung 
im gleichen Kulturraum zu verimpfen, in welcher dann nach weiteren 
24 Stunden der Grad der ,,Sternbildung‘ nach Offnen des Gefabes 
mikroskopisch ermittelt werden konnte. So wiirden die Bakterien in 
den zugeschmolzenen GefifBen wiihrend der ganzen Vorziichtung und 
Hauptversuchszeit von jeglichen Anderungen im Druck und in der 
chemischen Zusammensetzung der Luft unbeeinfluBt bleiben. Ein Ver- 
eleich mit offen gehaltenen, sonst aber genau so behandelten Kulturen 
muBte die Beantwortung der gestellten Frage erméglichen’. 

Die ,,Sterne‘ der Bakterien bilden sich im sogenannten Hisen-Mangan.- 
-Mdéhrensaft, dessen Zusammensetzung in einer friiheren Mitteilung be 
schrieben ist [38]. Zwecks Gewinnung von Schwiirmern muften die Bak- 
terien in Bouillon vorgeziichtet werden, von der wegen ihres hohen Stick- 
_stoffgehalts méglichst wenig beim Uberimpfen in den Méhrensaft gelangen 


1 Bei dieser Temperatur wurden alle Versuche durchgefiihrt, wenn nicht 


ausdriicklich etwas anderes erwihnt ist. _ sere " 
2 Uber das Ergebnis dieser Versuche ist summarisch bereits berichtet 


worden [5]. Es ist aber nétig, daf sie in diesem Zusammenhang noch einmal, 
und zwar ausfiihrlich Erwihnung finden. 
30* 
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durfte. Dieser wiederum mufte in hoher Schicht vorliegen, weil nur unter 
dieser Bedingung schnell und reichlich ,,Sterne“ gebildet werden. Dabei 
durfte die Oberfliiche dieser Fliissigkeit nur klein sein, weil andernfalls der 
Sauerstoff des nicht beliebig gro® ausfiihrbaren KulturgefiiBes fiir die streng 
aeroben Bakterien nicht ausgereicht hatte. 


Aus allen diesen Erwigungen heraus ergab sich die in Abb.1 darge- 
stellte Konstruktion des Kulturkolbens. Nach Sterilisation des bei M mit 
Mohrensaft beschickten und zuniichst noch oben offenen, mit einem Watte- 

S bausch verschlossenen Gefifes wurde die nasenférmige 

Ausbuchtung N mit ein paar Tropfen beimpfter Bouillon 
gefiillt und dann der Kolben bei S zugeschmolzen. Der 
11 fassende Raum L enthielt geniigend Sauerstoffvorrat. 
Nach 24 Stunden Bebriitung gelangten die in N an- 
gewachsenen jungen Bakterien durch entsprechendes 
Neigen des Gefifes nach M in den Méhrensaft. Nach 
weiteren 24 Stunden konnte dann nach Abschneiden des 
Kolbenhalses unterhalb 8 etwas von dem an der Oberfliche 
des Méhrensaftes entstandenen bakterienhaltigen Schleims 

NG mit einer Ose entnommen, ausgestrichen, mit wisserigem 

Methylenblau gefirbt und mikroskopisch untersucht werden. 
Menge und Gréfe der Bakteriensterne wurden in Zahlen 
von 0 bis 5 bewertet. 

Als meteorologische Vergleichsgréf6e wurde wie friiher 
so auch hier die Luftdruckverteilung zu den biologischen 
Reaktionen in Beziehung gesetzt, d. h. die Lage des Ver- 
suchsortes zu den Hoch- und Tiefdruckgebieten, also etwa 
im zentralen Bereich eines Tiefs (T), in dessen innerem 
(TR) und iuberem (RT) Randgebiet sowie in der indifferenten 
M Randzone (R), in dem déuferen (RH) und inneren (HR) Rand- 
gebiet eines Hochs und in dessen zentralem Bereich (H). 
a Dieses Verfahren befriedigt insofern nicht, als das zu 

Abb. 1. Gefa8 zur 5 ‘ rae ; A 
Ziichtung von Bak- ergriindende wirksame Agens in dem sehr viel um- 
terien unter Ab- schliefBenden Begriff der Luftdruckgebiete nicht genau 

schluB von der : eae : = J 

AuBenluft, Er- erfaBbt wird. Beispielsweise kann schon die aus der von 
lauterung im Text. mir gewiihlten Darstellungsart nicht ersichtliche Lage des 
Versuchsortes auf der Ost- oder Westseite einer Depression 
von entscheidender Bedeutung sein. FLoHN [17] lehnt denn auch dieses 
Verfahren ab. Aber die Wahl einer enger umschriebenen BezugsgréBe, 
etwa der Fronten, hitte daran nicht viel indern kénnen, weil sie selbst 
auch nicht das gesuchte Prinzip darstellen {1]. In keinem Falle kann 
also erwartet werden, dali die Ubereinstimmung zwischen Wetterverlauf 
und biologischen Vorgiingen vollkommen ist. Vielmehr handelt es sich 
vorliufig nur um die Aufdeckung von Regeln, nicht von GesetzmiBigkeiten. 


Um so tiberraschender ist die sehr gute Korrelation zwischen der 
Wetterdynamik und der ,,Stern‘- oder Rosettenbildung von Pseudo- 
monas tumefaciens, wie sie aus der graphischen Darstellung in Abb. 2 
hervorgeht. Aus ihr ist ferner ersichtlich, da® das grundsitzliche Ver- 
halten der Bakterien. gegeniiber dem Wetterverlauf unveriindert be- 
stehen bleibt, wenn die Bakterien von der Augenwelt durch eine Glas- 
wand hermetisch getrennt sind. Wihrend der Entwicklungszeit der 


Beitrag zur Klarung der Ursachenfrage in der Meteorobiologie. 453 


Bakterien war die Temperatur in ihrem Lebensraum konstant, und die 
Veranderungen des Druckes sowie der chemischen Zusammensetzung 
des eingeschlossenen Luftraumes waren immer ungefahr die gleichen 
und anders als die entsprechenden Verinderungen der AufSenluft. Folg- 
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Abb. 2. Die ,,Sternbildung‘‘ von Pseudomonas tumefaciens in offenen ( ) und hermetisch ver- 
. schlossenen (————) Kulturen im Vergleich mit dem Wetterverlauf. 


lich kénnen weder Druck noch chemische Zusammensetzung der Atmo- 
sphiire fiir das wechselnde wettergebundene Verhalten der Bakterien 
verantwortlich gemacht werden. 


Abschirmung von Strahlungen. 


Nach diesen Versuchen blieb ernstlich nur noch Strahlung als Ur- 
sache fiir die ungeklirte Wetterabhangigkeit der Organismen in Er- 
wiigung zu ziehen. Da auch B. und T. Dix (10, 11, 12] auf Grund 
statistischer Untersuchungen zur Uberzeugung gekommen waren, dab 
die Ursache fiir den Gleichklang zwischen biologischen und meteoro- 
jogischen Vorgingen in einer solaren Strahlung zu suchen sei, schien 
es erfolgversprechend, diese Frage mit Mikroorganismen als besonders 
geeigneten Versuchsobjekten nun auch experimentell zu beantworten. 
Mit zwei verschieden starken Panzern wurde das Ziel verfolgt, die 
- Versuchsorganismen gegen die angenommene wirksame Strahlung voll- 
stiindig abzuschirmen. Im Falle dieses gelang, muBten sich die unter- 
suchten Bakterien bei wechselndem Wetter stets gleich verhalten, ent~ 
weder immer gleichmiBig schlecht oder gleichmaBig gut gedeihen, je 
nachdem die gesuchte Strahlung die Lebensfunktionen der Zelle 
hemmte oder begiinstigte. Die Untersuchungen haben dann aber sehr 
bald gezeigt, daB die Verhiiltnisse wesentlich verwickelter liegen und 
das gesteckte Ziel mit den erwihnten Mitteln nicht in vollem Umfang 
erreicht werden konnte.' 

Als leichte Panzerung dienten zylindrische BleigefiBe von 24mm Wand- 
stirke mit tibergreifendem Deckel und etwa 1000 eem Inhalt, die in einem 
Brutraum im Keller der Biologischen Reichsanstalt aufgestellt waren, Um 
‘noch hiirtere Strahlen abschirmen zu kdnnen, wurde im Institut fiir Hoéhen- 
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strahlenforschung in Berlin-Dahlem* aus Barren und Platten von Blei und: 
Kisen ein Panzer in der in Abb.3 dargestellten Form gepackt, Er pont 
auf einer 75mm dicken Lage von Eisenplatten, welche zur Abschirmung der 
verhiltnismiBig schwachen Bodenstrahlung als ausreichend angesehen wurde. 
Infolge der Barrenschichtung ergab sich ein fast wiirfelformiger Bau und - 
demgemiB die gréBte Wandstirke in etwa 45° von Bodenmitte aufwdrts, 
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_ Abb. 3. Lingsschnitt durch den groBen Panzer. Schraffierte Barren und Platten aus Blei, nicht 
schraffierte aus Eisen, Erlauterung im Text. 


aus welcher Richtung die stirkste Einstrahlung zu erwarten war. In der” 
Horizontalen und in der Senkrechten bestanden die Wande aus etwa 25 cm — 
Plei und dariiber etwa 45cm Eisen. Der Innenraum aus einem Kasten von — 
diinnem Eisenblech E, 30cm tief, 23em breit und 16cm hoch, war zwecks — 
Wirmeisolierung mit einer Zellstoffschicht Z umkleidet. Als selbsttitig re- 
gulierbare Heizquelle war eine gegen den iibrigen Brutraum durch Asbest-— 
pappe A abgeschirmte Gliihbirne L mit Kontaktthermometer T eingebaut 
und dieses auf eine Bruttemperatur von 29° © eingestellt, die wihrend der 
Versuchszeit konstant blieb. Das Kabel K war auf dem Boden nach aufen 
verlegt. Der Zugang zum Innenraum des Panzers war durch eine dickere * 
Zellstoffschicht und durch Blei- und Eisenbarren versperrt, die beim Aus- | 
wechseln der Kulturen jeweils aus- und wieder eingebaut wurden. : 
In diesem Panzer wurden gleichzeitig drei Bakterienarten auf ihr 
Verhalten untersucht, in dem leichteren Bleipanzer wegen des _be- 
schrinkten Raumes nur zwei von ihnen. Zum Vergleich mit Kontrollen 
im gewohnlichen Brutschrank wurde wiederum die ,,Sternbildung“ von — 
Pseudomonas tumefaciens als Test herangezogen, ferner die Zellinge : 
von Spirillum volutans und augerdem nur im groRen Panzer und in der 
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* Dem leider verstorbenen, damaligen Direktor des Institutes, Herrn Pro- 
fessor Dr, KoLnorster, bin ich fiir seine Gastfreundschaft und seine wert- 
vollen Ratschlige bei diesen Arbeiten zu groBem Dank verpflichtet. 
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Kontrolle die Menge des von Azotobacter chroococcum gebundenen 
Stickstoffs bestimmt. 


Theorie der Wetterstrahlung. 


Betrachten wir zunichst die Kurven der ,,Sternbildung“ von Pseudo- 
ponas tumefaciens im Juni 1942: Wie die Abb. 4 zeigt, verlaufen sie 
insgesamt so, daB eine gewisse Ahnlichkeit mit der Wetterkurve zwar 
nicht sehr deutlich, aber doch immerhin zu erkennen ist. Stellenweise 
verlaufen sie auch unter sich ziemlich parallel. An anderen Tagen aber, 
so vom 11.—14., vom 17.—20. und vom 24.—27., ist der Gang mehr 
oder weniger gegensitzlich. Als besonders hervorstechend ware ferner 
noch zu erwiihnen, da die ,,Sternbildung“ in der Kontrolie und hinter 
der schwiicheren Panzerung durchschnittlich besser war als hinter der 
starken Panzerung. Uber die Julikurven (Abb. 5) ware im wesentlichen 
dasselbe zu sagen mit dem Unterschied allerdings, dab sie meistens 
niedriger liegen als im Juni, was durchaus dem an Tiefdruck reicheren 
Wetter entspricht. 

Wenn man nun als Ursache fiir das wettergebundene Verhalten der 
Bakterien irgendeine Strahlung annimmt, wozu eine gewisse vorliufige 
Rerechtigung in dem unterschiedlichen Verlauf der Kontroll- und 
Panzerkurven gegeben ist, dann muf diese Strahlung auch zum Wetter 
in irgendeiner Beziehung stehen. Darum soll sie hier vorlaufig als 
Wetterstrahlung bezeichnet werden. Sie scheint mit einem Teil der 
Hohenstrahlung oder besser ihrer Folgestrahlungen identisch zu sein 
[26]. Die Héhenstrahlung vermag nach GetceR [19] drei verschiedene 
Gruppen von Schauern zu bilden. Das sind dicht gebiindelte Strahlen 
yon geringerer Durchdringungskratt, die durch Sto8- und Zertriimme- 
rungsprozesse. beim Auftreffen vornehmlich schwerer und schneller 
Teilchen wie Mesotronen, Neutronen und Protonen auf Atomkerne ent- 
stehen, wihrend es sich bei der aus dem Kosmos oder von der Sonne 
kommenden Primirstrahlung wahrscheinlich um sehr energiereiche, 
schnelle Elektronen oder Protonen handelt. Von den verschiedenen 
Schauern, die vielleicht der biologisch wirksamen Wetterstrahlung ahn- 
lich oder mit ihr identisch sind, bestehen die hinter diinnen Metall- 
schichten beobachteten aus 5 bis 50 Strahlen. Solche Schauer kénnen 
z. B. in einem kupfernen Brutschrank auftreten. Hinter dicken Metall- 
schichten von mehreren Zentimetern sind die Schauer wesentlich strahlen- 
reicher, weil sie durch viel energiereichere Teilchen ausgelost werden. 
Solche ,,Horrmannsche Stébe* genannte Schauer sind wahrscheinlich 
in dem groBen Panzer zur Wirkung gekommen. Die von GEIGER als die 
merkwiirdigste bezeichnete Gruppe, die der atmosphirischen Schauer, 
iiber die erst wenig bekannt ist, wird vermutlich ebenfalls biologisch 
wirksame Strahlung umschlieSen und kann. 2. T. auBerordentlich 
strahlenreich sein (etwa 100000 Strahlen). 

Auch die biologisch wirksame Strahlung wird wie die Schauer- 
strahlung, verhaltnismiBig weich sein, so daf sie von den Zellen ab- 
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sorbiert werden kann oder doch mindestens diese nicht ohne wesent- 
liche EnergieeinbuBe durchschligt. Nimmt man ferner an, daB diese 
weiche Strahlung die’ ,,Sternbildung hemmt — und das diirfte wohl 
die nichstliegende Annahme sein —, dann mu8 sie vor und in einem 
Tiefdruckgebiet vorherrschen. Wir wollen sie deshalb kurz T-Strahlung- 
nennen. ; 
Sie wird natiirlich schon von leichteren Panzern wie den hier ver-— 
wendeten BleigefiiBen mehr oder weniger abgeschirmt. Spater noch zu 
erwiihnende Versuche werden zeigen, welche Schichtdicke von Metall 
oder weniger dichter Materie hierfiir unter Umstinden ausreichen kann. 
Jedenfalls ist zu beachten, da die Kontrollen der genannten und vor-_ 
erst folgenden Versuche unter dem Einflu8 einer Strahlung standen, 
wie sie hinter den Metallwinden des Thermostaten und nicht wie sie} 
in der freien Atmosphare herrschte. 


Gibe es auf der Erde nur diese eine an das Wetter gebundene und 
biologisch wirksame, unsichtbare Strahlung, die relativ weiche T-~ 
Strahlung, dann miiBten die durch sie gehemmten Lebensvorginge 
hinter einer einigermaBen starken Panzerung unbeeinfluBt durch die 
Strahlung mit stets gleicher, und zwar gré8ter Intensitaét und in gleich-— 
bleibender Weise ablaufen. 


7 


Das ist aber nicht der Fall, wie die Versuche mit der verschiedenen — 
Panzerung lehren. Im schweren Panzer ist ferner die ,,Sternbildung“: 
durchschnittlich schlechter als in der Kontrolle. Deshalb ist anzu-_ 
nehmen, dafB in der gesamten Wetterstrahlung auch sehr harte Be- 
standteile vorkommen miissen, die beim Durchschlagen dichter Materie 
(Blei und Eisen) zahlreiche Schauer weicherer Strahlung erzeugen. Diese 
energiereichere, harte Strahlung ist offenbar bei Hochdruckwetterlagen 
vorherrschend und scheint oft auf der Vorderseite des Tiefs, wenn die 
T-Strahlung am stiirksten ist, mehr oder weniger zu fehlen. Der durch- 
dringende Anteil der Wetterstrahlung sei deshalb als H-Strahlung be- — 
zeichnet. Sie selbst wird vielleicht wegen ihrer groBen Durchdringungs- 
fahigkeit biologisch unwirksam sein, kénnte aber andererseits dennoch 
vielleicht eine solche Wirkung entfalten, etwa itiber eine Ionisierung 
und Aktivierung der Gase der Luft, insbesondere des Sauerstoffs. 


Die hypothetischen H- und T-Strahlen kénnen jedoch nicht zwei 
elementare Strahlungsarten von genau festliegendem, konstantem— 
Energiegehalt sein, die ohne Ubergang getrennt nebeneinander be-— 
stehen. Sie kénnen nicht nur aus Teilchen verschiedener Geschwindig- 
keit, sondern auch aus solchen verschiedener Masse und versehiedener 
élektrischer Ladung zusammengesetzt sein. Auch liegt kein Grund vor 
zur Annahme, da® die H-Strahlung nicht noch wesentlich hirtere An- _ 
teile enthilt, die bei Verwendung noch stiirkerer Panzer erkennbar 
werden miiBten. Die Versuchsergebnisse im 24mm-Bleipanzer haben — 
gezeigt, daf die hier auftretende weiche Strahlung durchschnittlich © 
nicht so intensiv wirksam ist wie diejenige im groBen Panzer. Durch — 
die 24mm starke Bleiwand wurden offenbar noch mehr Teilchen ab- 
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sorbiert oder ohne Einbu&e durchgelassen, als in T-Strahlen umge- 
wandelt. Man geht deshalb wohl nicht fehl in der Annahme, da. 
Strahlen verschiedenster Art von gréBter Durchdringungsfihigkeit bis 
zu den allerweichsten auf der Erdoberfliiche auftreffen, wie das von der 
Hohenstrahlung bekannt ist, allerdings zeitlich so verteilt, da8 vermut- 
lich die harteren, energiereicheren H-Strahlen bei entstehendem Hoch- 
druckwetter vorherrschen, die weicheren, energieiirmeren T-Strahlen 
dagegen bei entstehendem Tiefdruckwetter. 

_ Wie weit diese Theorie der Wetterstrahlung, die selbstverstandlich 
vorerst nur als Arbeitshypothese gewertet werden soll, die einzelnen 
Versuchsergebnisse zwanglos zu deuten vermag, soll im folgenden 
‘untersucht werden. 


Pseudomonas tumefaciens. 


Schon in der Tatsache, daB die ,,Sternbildung’ von Pseudomonas 
tumefaciens (Abb. 4) vor allem im Juni hinter der schweren Panzerung 
durchschnittlich schwiicher war als hinter der leichten Panzerung und 
in der Kontrolle, laBt sich ein Hinweis auf die Strahlennatur des wirk- 
samen Agens erblicken. Anfangs, bis etwa zum 11.6., verlaufen alle drei 
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Abb. 4, ,,Sternbildung“ von Pseudomonas tumefaciens, Zelllingen von Spirillum volutans, -N-Bin- 
dung von Azotobacter chroococcum und Agar-Synarese im kupfernen Brutschrank ( ), im leichten 
(——-—-) und im schweren (----) Panzer, verglichen mit dem Wetterverlauf. 


Kurven ungefiihr parallel zueinander und ebenso zur Wetterkurve. 
Manchmal liegt die eine, manchmal die andere nur etwas hoher oder 
tiefer. Das wiirde heiBen, daB weiche, mittlere und harte Strahlung in 
gleicher Weise mit dem Wetterverlautf schwiicher oder stirker werden. 
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Die Gipfel aller drei Kurven liegen vor und in Hochdruckgebieten. . 
Hier erreichen also alle drei Strahlungsgruppen Minimalwerte, und Un» 
gekehrt erreichen sie Maximalwerte vor und in Tiefdruckgebieten. Wir: 
sehen also, da& anscheinend auch die gesamte Wetterstrahlung vor: 
Depressionen stirker werden kann, nicht nur die weiche T-Strahlun 


Im weiteren Verlauf des Monats zeigen sich dann aber offensicht-. 
liche Gegensiitze zwischen der Kontrolle und den Panzerkurven. Diese } 
sinken zwischen dem 11. und 13. ab, wihrend die Kontrollkurve an-- 
steigt, entsprechend dem kurzen Anstieg der Wetterkurve am 14. Dab) 
die Kurve des schweren Panzers noch tiefer absinkt als diejenige des; 
einfachen Bleipanzers, entspricht der allgemein staérkeren T-Strahlung ; 
im schweren Panzer (strahlenreichere Schauer). Dann folgt der tiefste} 
Punkt der Kontrollkurve, wiihrend die beiden anderen wieder an-- 
steigen. Unmittelbar vor dem Tief ist also die T-Strahlung starker als 5 
die mittlere und sehr harte H-Strahlung. 


Bei dem nun folgenden Anstieg der Wetterkurve aus dem Tief ami 
15. bis zum Hoch am 22. und 23. steigt auch die Kontrollkurve der: 
»sternbildung“‘ mit kurzen Riickschligen an bis zum 20., nimmt als 
die T-Strahlung entsprechend ab. Die mittlere Strahlung verhalt sich 
iihnlich, erreicht aber ihren geringsten Wert schon am 18. und 19., zu 
welcher Zeit die extrem harte H-Strahlung gewissermafen als Vor-- 
zeichen des kommenden Hochs sehr stark wird. : 


' Am 20., am vorderen Rande der Antizyklone, ist sowohl die T- als 
auch die H-Strahlung verhiltnismaBig schwach. Nur die mittlere Strah- 
lung nimmt schon wieder zu bis zu dem Wert, den mitten im Hoch 
dann auch die T- wie die sehr harte H-Strahlung erreichen. Dem ent- 
spricht ein steiler Abfall der Wetterkurve, der jedoch zwischen dem 
25. und 26. wieder abgebremst wird, entsprechend einer Abnahme der 
T-Strahlung bereits am 24., der mittleren am 25. und einer Verstirkung; 
der H-Strahlung am 26. Hier sehen wir ein ihnliches Auseinander- 
streben der Kurven wie zwischen dem 17. und 21. Also iindert sich 
nicht nur die Intensitiét der gesamten Strahlung mit dem Wetter wie 
etwa im ersten Teil des Juni, sondern auch ihre Zusammensetzung. 
Vorliufig ist darin allerdings nur die Regel zu erkennen, dafi die 
hirteren Anteile vor Antizyklonen und die weicheren vor Zyklonen 
iiberwiegen. 


Am 27. senkt sich die Wetterkurve wieder etwas, und die Tt! 
Strahlung nimmt zu und die H-Strahlung ab. Aber schon am iiber- 
nachsten Tage steigt die Wetterkurve abermals an, wie auch die t 
Strahlung wieder abnimmt und mittlere sowie extrem harte Strahlung? 
zunehmen. Bis dahin wiire alles in Ubereinstimmung mit der Theorie. 
Aber dann fallt auch die Kontrollkurve bis auf den 0-Punkt, was einer 
sehr starken Zunahme der T-Strahlung entspricht, obwohl die Wetter- 
kurve auf der erreichten Héhe bleibt. Hier kann es sich nicht um die: 
Wirkung eines Versuchsfehlers handeln, weil die »Sternbildung unter 
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allen drei Versuchsbedingungen gleich 0 war und sich andere Objekte 
benso geschwicht zeigten. 

Die besondere Eigenart des Wetters dieser Tage ist wohl in der Lage 
Berlins zwischen einem starken 6stlichen Tief und einem westlichen Hoch 
zu suchen und spiegelt sich in einem damals angefertigten Vermerk, be- 
sonders auch, was das Befinden der im Laboratorium arbeitenden Menschen 
betraf..Fiir jene Zeit wurde ein schroffer Wechsel verzeichnet zwischen Ein- 
triibung des Himmels am Tage, begleitet von mehr oder weniger starkem 
Miidigkeitsempfinden der Menschen und nur kurz dauerndem Aufklaren am 
Abend, begleitet von deutlicher Belebung der Menschen wie der Bakterien, 
aber auch von katarrhalischen Erkrankungen der Atemwege und des Darms. 
Desgleichen trat damals eine Botrytis-Fiule an Erdbeeren epidemisch aunt, 
obwohl es nicht regnete. Das alles kann mit der aufgestellten Theorie offen- 
bar nur so gedeutet werden, daB in der Versuchszeit von 24 Stunden sowohl 
eine sehr starke T-Strahlung als auch eine sehr starke H-Strahlung in 
raschem Wechsel zur Wirkung kamen. 

Im Monat Juli (Abb.5) laBt sich am Verlauf der ,,Sternbildung* 
fast noch besser zeigen, daB vor einem Hoch entweder die Gesamt- 
strahlung sehr schwach oder nur die harte H-Strahlung intensiv ist. 
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i "'4z0tobacter chroococcum und Agar-Synarese im kupfernen Brutschrank ( ), im leichten 
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Der erste Hochdruckgipfel zu Beginn des Monats wird nur durch die 
mittelstarke Strahlung angezeigt. Dem sehr kurz dauernden, aber sehr 
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steilen Anstieg der Wetterkurve zwischen dem 8. und 9. entspricht da-- 
cegen der Gipfel aller drei ,,Sternkurven“ zwischen dem 6. und 7.,, 
also einer voriibergehenden, aber deutlichen Schwachung der gesamten) 
Strahlung. Der Depression am 11. geht eine Schwachung der harteni 
H-Strahlung am 9. voraus sowie eine Verstirkung der 7T-Strahlung.. 
Zum weiteren Kurvenverlauf ist nichts Besonderes zu sagen. Im grofen) 
und ganzen wechseln Tiler und Gipfel, das heiBt also Zu- und Abnahme? 
der gesamten Wetterstrahlung mit dem Kommen und Gehen der De-- 
pressionen. Dabei scheint fast durchweg die weiche T-Strahlung relatiy” 
am schwiichsten wirksam zu sein, die mittlere stirker und die extrem 
harte H-Strahlung am stirksten entsprechend dem Strahlenreichtum der 
Schauer hinter diinnen und dicken Metallpanzern. Nur vor und in den 
meistens von Westen heranziehenden Tiefdruckgebieten ist dieses Ver- 
hiltnis zuweilen umgekehrt. Dann wird vermutlich die T-Strahlung; 
besonders dicht sein. 


Erwihnung verdienen dann schlieBlich noch die Kurvenstiicke am: 
Ende des Monats Juli, weil sie sich besonders gut mit Hilfe der ge- 
gebenen Theorie deuten lassen. Vom 28. bis 29. erleben wir einen 
voriibergehenden barometrischen Anstieg vom Tiefrand bis weit in} 
ein Hoch mit nachfolgendem Abfall bis wieder in ein Tief hinein, das 
aber ebenfalls sehr schnell voriibergeht und von einem zwei Tage an- 
haltenden Hoch bis zum 1.8. abgelést wird. So wie das Wetter mit 
der anfanglichen Unterbrechung vom 29. bis 30. auf dieses Hoch hin- 
strebt, so auch die ,,Sternbildung’: und die hypothetische Zusammen- 
setzung der Wetterstrahlung. Vom 28. bis zum 29. ist die ,,Stern- 
bildung“ in der Kontrolle und im Bleigefai® mittelgut, im groBen Panzer 
aber gleich 0. Schon hier kénnen wir also intensivste harte H-Strahlung 
annehmen, die auf das kommende Hoch hindeutet. Die extrem weiche: 
Strahlung scheint dagegen noch nicht entsprechend geringfiigig zu sein, 
weil sich offenbar das fliichtige Tief darin noch zu erkennen gibt. Am 
folgenden Tage ist die mittlere Strahlung sogar noch etwas stiirker,: 
wihrend die immer noch stiirkste harte H-Strahlung offenbar etwas: 
schwicher geworden ist. Aber auch die T-Strahlung hat, wie die% 
Kontrollkulturen zeigen, der Theorie entsprechend abgenommen und 
wird zum niichsten Tage noch schwiicher, weil sich das Hoch nun oe 
festigt hat. Zu dieser Zeit erreicht die mittlere Strahlung im BleigefiB: 
ihren schwichsten und diejenige im groBen Panzer einen mittleren 
Wert. Noch einen Tag spiiter nimmt die weiche Strahlung in den 
Kontrollkulturen wie auch die im Bleigefii® schon wieder deutlich zu. 
Die Strahlung im grofen Panzer dagegen erreicht jetzt die schwiichste: 
Wirkung. Die ,,Sternbildung“ ist hier so gut, wie sie selten festgestellt: 
wurde. Dem entspricht ein Abfall der Wetterkurve am folgenden und) 
iibernichsten Tage. 


Wir halten also nochmals fest: Hemmung der ,,Sternbildung im 
Panzer, in der Kontrolle aber nicht, bedeutet starke H-Strahlung,' 
schwache T-Strahlung und kiindigt Hochdruckwetter an. Umgekehrt 
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wird Tiefdruckwetter angezeigt durch Hemmung der _,,Sternbildung‘ 
in der Kontrolle, nicht im Panzer, das hei®t durch starke T-Strahlung 
und schwache H-Strahlung. AuBerdem kann auch die Gesamtwetter- 
strahlung vor einem Tief stark und vor einem Hoch schwach sein. 
Diese aus den bisherigen Feststellungen abgeleitete Grundregel soll im 
folgenden an einem anderen Versuchsobjekt auf ihre allgemeinere 
Giltigkeit untersucht werden. 


Spirillum volutans. 


Gelegentlich friiherer Versuche [4] konnte beobachtet werden, da8 
nicht nur die Schwirmfreudigkeit des groBen Spirillam volutans sehr 
wesentlich vom Wetterfaktor, der nunmehr angenommenen Wetter- 
strahlung, beeinfluBt wird, sondern auch seine Zellinge. Diese li®t sich 
in mit wdsserigem Methylenblau gefirbten Ausstrichen bequem messen 
und bietet somit eine Handhabe, die Strahlenwirkung mit einer objek- 
tiveren Methode nachzuweisen. 

Das Spirillum wurde, wie das friiher [4] schon ausfiihrlich beschrieben 
worden ist, 24 Stunden lang auf Bouillonagar geziichtet und dann im Aus- 
strich untersucht. Die ZellgréBe war zeitweilig sehr einheitlich, oft aber 
auch sehr uneinheitlich. In diesem Falle wurde der Durchschnitt ermittelt. 
Die zeitlich durch Schwankungen in der Wetterstrahlung bedingten Ande- 
rungen der ZellgréBe lagen jedenfalls auBerhalb der Fehlergrenze. Als 
keineswegs extremes Beispiel zweier derart verschiedener Ausstriche mége 
Abb. 6 dienen. 


Abb. 6. Spirillum volutans, links Kontrolle, rechts Panzerkultur. 


Die graphische Darstellung (Abb.4 und 5) der Zellangen an den 
einzelnen Tagen der Versuchsmonate Juni und Juli, mit und ohne den 
schon erwihnten Panzerungen, zeigen zuniichst einmal im Juli allge- 
mein hodhere Werte als im Juni und in den Panzern durchschnittlich 
hodhere als in der Kontrolle, also anscheinend den gegenteiligen Befund, 
wie er fiir die ,,Sternbildung’ von Pseudomonas tumefaciens erhoben 
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wurde, Vielleicht wird das Wachstum der Zelle durch T-Strahlung; 
evefordert, eine Frage, die weiter unten (8S. 503 oben) nochmals ge-- 
streift werden soll. 


In Abb. 6 ist aber, abgesehen von den verschiedenen Zellingen, offen-. 
bar auch eine gewisse Schidigung der Panzerkultur an der abnormen: 
Gestalt mancher Zellen zu erkennen. Beide Kulturen, Kontrolle und) 
Panzer, stammen vom 24. 4. 1942, als Berlin am Rande einer skandina-. 
vischen Antizyklone lag. Hier haben sich also vermutlich nur schwachet 
Schauer weicher Strahlung im Panzer auswirken kénnen, da die H- 
Strahlung auBerhalb desselben nicht stark gewesen sein kann. Des 
halb haben auch die Zelliingen jener Panzerkultur kaum die Hilfte der 
spiter verschiedentlich festgestellten hohen Werte erreicht. 

Im Juni (Abb. 4) sinkt die Wetterkurve nur einmal bis an den Ran 
und einmal’bis in die Mitte einer Depression. Meistens bleibt sie tiber 
der Mittellinie R. Dem entsprechend bleibt auch die Zellinge der 
Spirillen fast immer unter dem mittleren Wert von 4. Nur vor dem 
ersten Tief-Randgebiet am 7., vielleicht aber auch zur vorhergehender 
Verstiirkung des Hochs am 6. gehérig, nimlich vom 4. bis 6., erheb 
sich die Kurve der Bleipanzerung, also laut Theorie diejenige dep 
mittelharten Strahlung, bis zur Héhe von 9,5 u. Daf hier die Zeller 
der Kontrollen nicht auch ins Riesenhafte angewachsen sind, ist ver’ 
mutlich damit zu erkliren, daf die Gesamtstrahlung der éstlichen Lag 
des Tiefs und dem voriibergehenden Anstieg der Wetterkurve am 
entsprechend, zu wenig T-Strahlen, wohl aber geniigend aAnteile mittel! 
harter Strahlung enthielt. Diese haben hinter 24mm Blei ausreichend: 
Intensitiiten einer weichen Strahlung erzeugt, durch welche wohl, wi 
es scheint, das Lingenwachstum der Spirillen stark geférdert oder ihr 
Zellteilung entsprechend behindert, die ,,Sternbildung“ aber nur schwae. 
beeintriichtigt wurde. 


Vor dem ausgepriigten und bezeichnenderweise von Westen hera 
ziehenden Tief am 15. werden dann die Spirillen in den Kontrol! 
kulturen ungewoéhnlich lang. Sonst steigt iiber die 4 w-Linie zu wieder 
holten Malen nur die Kurve der stark gepanzerten Kulturen, eine Ex 
scheinung, die schon im Kapitel iiber die ,,Sternbildung“ besproche: 
wurde. Sie erklirt sich ganz einfach dadurch, da®& im Juni iiberwiegen 
Hlochdruckwetter herrschte und die sehr energiereiche, auch bei solcher 
Wetter anhaltende H-Strahlung im Panzer reichlich Schauer von wirl 
samer weicher Strahlung erzeugte. Die iiuBerst energiereichen Teilch 
der H-Strahlung, welche in eine so dichte Panzerung noch eindringe 
treffen an der Erdoberfliiche, wie es scheint, nur mehr vereinzelt a 
Daran mag es liegen, da®& die Panzerkurven oft so unruhig, stoBweis 
verlaufen und auch Parallelkulturen manchmal gréBere Abweichunge 
aufweisen. 

Am Ende des Monats erleben wir abermals, genau so wie bei Pseud: 
monas tumefaciens (Abb. 4), eine deutliche Beeinflussung durch T- ur 
H-Strahlung, obwohl nach den Wetterkarten Berlin damals im du®ere 
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Virkungsbereich cines Hochs lag. Eine Erklarung hierfiir wurde be- 
sits oben gegeben. 

) Die Langzelligkeit der Spirillen in den Kontrollkulturen halt auch 
m Monat Juli zunichst noch an, um erst ganz allmahlich abzuklingen 
jnd etwa am 7. wieder Normalwerte zu erreichen, genau so wie die 
Sternbildung™ bis dahin sehr schwach ist. Trotz der nahen Hoch- 
iruckgebiete muf in dieser Zeit eine starke T-Strahlung stattgefunden 
haben, wie das auch aus den bei Besprechung von Abb.4 schon er- 
Waihnten sonstigen Beobachtungen hervorgeht. Die H-Strahlung war 
hin und wieder ebenfalls iiberdurchschnittlich stark, womit die Ver- 
pindung zu den Hochdruckgebieten hergestellt ist. In der Zeit von 
inde Juni bis Anfang August liegt jahrlich die dichteste Hiiufung so- 
yohl von antizyklonalen als auch zyklonalen kalendermafig ge- 
pundenen typischen Wetterlagen, sogenannten Singularititen {18}. 
Sbenso fallen die tiberwiegenden Hochdrucktypen von Februar bis 
juni und von September bis Oktober zeitlich mit den Perioden gering- 
‘ter Hemmung biologischer Reaktionen zusammen und die tiber- 
wiegenden Tiefdrucktypen von November bis Januar mit der Periode’: 
stiirkster Hemmung. Auch in dieser Hinsicht ist also die Uberein- 
timmung zwischen biologischen und meteorologischen Befunden recht 
rut. . 
Aufergewohnlich ist das verspadtete Auftreten des Gipfels in allen 
Irei Kurven unmittelbar nach der Depressionsmitte am 11., wahrend 
las nichste Tief am 18. wie iiblich schon ein bis zwei Tage vorher 
durch besonders groe Spirillenformen in ungepanzerten wie ge- 
oanzerten Kulturen angezeigt wird. 

- Eine weitere Bestiitigung der Befunde an Pseudomonas tumefaciens 
iefern die drei Kurvenstiicke am Ende des Monats Juli. So wie die 
Kurven der ,,Sternbildung“ zunichst aus der Tiefe bis zu groBen Héhen 
ansteigen, um dann wieder abzusinken, fallen umgekehrt die Spirillen- 
‘urven von itiberdurchschnittlichen bis zu sehr niedrigen. Werten, um 
dann wieder anzusteigen. Nur die Kurve des Bleipanzers verliuft hier 


mehr horizontal. 


Uberhaupt ist festzustellen, daB zwar im grofen und ganzen die Strah- 
ung unter den drei verschiedenen Versuchsbedingungen die ,,Sternbildung“ 
von Pseudomonas tumefaciens wie die Zellinge von Spirillum volutans gleich- 
zeitig und in regelmafiger Weise beeinfluBte, im einzelnen aber doch Ab- 
weichungen vorkommen. Zum Beispiel sind die Spirillen der Kontrolle 
zwischen dem 3. und 4.6. sehr kurz, die ,,Sternbildung™ aber ist dort ver- 
AltnismaBig schlecht. Vom 7. zum 8. ist diese unter allen drei Bedingungen, 
or allem aber in den gepanzerten Kulturen besonders schlecht, wihrend an 
den Spirillen zu dieser Zeit keine iibernormale Zellinge festzustellen ist, 
sondern bereits drei Tage friiher, und hier auch nur im Bleigefaf. Solcher 
Beispiele lieSen sich noch mehr anfiihren. Sie scheinen zu beweisen, daB 
verschiedene biologische Reaktionen durch verschiedene Bestandteile der T- 
Strahlung beeinflu8t werden. Das wird im folgenden noch deutlicher zum 


Ausdruck kommen. 
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andetsartigen Strahlung eotroffer wird. Auf diesem Wege kénnte in ein: 
Mikrobenkultur ein teilweiser Ausgleich stattfinden und auch eine A! 
weichung gegeniiber anderen Kulturen und anderen biologischen Reaktione¢ 
Von Vererbung kann zwar vorliufig bei Bakterien nicht gesprochen werdeg 
Aber deshalb ist nach neuesten Untersuchungen Mutation doch durchaus még 
lich. Die strahleninduzierte Eigenschaft wiirde dann durch eine an 
Strahlung auf Grund ihrer quantenformigen Wirkungsweise nach ¢ 
Treffertheorie jeweils zunichst nur bei einem Teil der Individuen | 
abiindern, (Siehe auch S. 481—482!) Eine ,,spontane Mutabilitit [21], au 

eelést durch Wetterstrahlung, ist sehr gut denkbar, weil Erhéhung | 
Mutationsrate durch Ultrastrahlenschauer nachgewiesen werden konnte ri 
: A 4 

Azotobacter chroococcum. 

Azotobacter chroococcum, das wegen seiner stickstoffbindenden Eige 
schaft schon 6fter fiir meteorobiologische Untersuchungen Verwendung fas 
[2, 37], wurde in folgender synthetischer Nahrlésung in 100 ccm fassende 
Erlenmeyerkélbchen aus Jenaer Glas Nr.20 48 Stunden lang geziichte4 
H,O 100,0, Glykose 2,0, CaCO, 0,1, KsHPO, 0,1, MgSO,.7H,O0 0,05, FeS6 
7 H,O 0,005, Na,Mo0, . 2 H,O 0, 005. Durch Zusatz von 0,5 cem konzentriert 
reiner S Sohwefolssiure wurde dann die Kultur abgetétet und der gebunder 
Stickstoff nach KseLpauL bestimmt. Die gefundenen Stickstoffwerte, jewei: 
in der Mitte der Entwicklungszeit im Koordinatensystem eingetragen, e4 
gaben die in Abb. 4 und 5 dargestellten Kurvenstiicke. Aus duBeren Griinde 
konnten diese Versuche nicht laufend und auch nur in der Kontrolle ur 


im grofen Panzer durchgefiihrt werden. 4 

Ein Vergleich zwischen den Kontroll- und Panzerkurvenstiicls ‘ 
zeigt schon auf den ersten Blick, daB sie sich mit nur wenigen Aw 
nahmen gegensitzlich verhalten. Die Stickstoffbindung nimmt in d 
Kontrollen mit fallender Wetterkurve ab, mit stéigender zu, wie dé 
friiher schon festgestellt wurde [2, 37]. Im Panzer cagegen verhiii 
sich das Bakterium anniihernd umgekehrt. Nach der hier aufgestellted 
Strahlentheorie ist das auch ganz verstiindlich: Mit fallender Wette 
kurve nimmt die schiidliche T-Strahlung zu, die H-Strahlung aber u 
damit auch die im Panzer zur Wirkung orinendé weiche Strahlu 
ab.. Jedoch wird die Stickstoffbindung der Azotobacter-Zelle waly 
scheinlich wieder unter dem Einflu® eines anderen Anteils der 
Strahlung stehen als die »sternbildung von Pseudomonas tumefacier 
(vgl. beispielsweise Kontrolle am 26. und Panzer am 12.) oder da 
Liingenwachstum von Spirillum volutans (Kontrolle am 7. und, wenige 
deutlich, Panzer am 5.). ‘ 

Vor allem aber kann die biologisch wirksame Strahlung im Pande 
nicht nur die bislang erwihnte Art’ der T-Strahlung beinhalten, we 
sonst die hier wesentlich verstirkte Stickstoffbindung nicht zu ver 
stehen wire, die ja in den Kontrollen vor einem Tief, also bei 
Strahlung, ebenso wie andere biologische Reaktionen eehemmt ist. In 
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Panzer mu also noch irgendein zumindest die Stickstoffbindung fér- 
derndes Strahlungsmoment hinzukommen, sei dieses nun qualitativer 
oder quantitativer Art. 

_ Ferner ist zu beachten, daB die ermittelten Stickstoffmengen ein 
Abbild der gesamten Entwicklung dieses Bakteriums sind, wihrend die 
»Sternbildung“ und alle anderen bisher untersuchten mikrobiologischen 
Reaktionen nur einen bestimmten, verhiltnismiSig eng umschriebenen 
Ausschnitt aus der Gesamtentwicklung darstellen. Auf die Bedeutung 
dieses Umstandes wird spiter noch einzugehen sein. 

Der grundsiatzliche Unterschied zwischen den Kontroll- und Panzer- 
kulturen von Azotobacter bleibt tibrigens bestehen, wenn sie nicht zwei 
Tage, sondern vier Tage, bis zum Ende der Entwicklung, den ver- 
schiedenen Strahlungseinfliissen ausgesetzt bleiben. Die Unterschiede 
werden nur noch deutlicher (Abb. 4 und 5). Anders allerdings scheint 
sich Azotobacter zu verhalten, wenn durch Zusatz von 0,1 °/o Agar [29 
zur sonst unverainderten Nahrlésung seine Entwicklung so beschleunigt 
wird, daB ihr Ende schon nach zwei Tagen anstatt erst nach vier Tagen 
erreicht ist. Soweit das aus den nur drei Versuchen, die durchgefiihrt 
werden konnten, ersichtlich ist (12., 14. und 17. in Abb. 4), liegen die 
Stickstoffwerte der Kontrollkulturen dann iiber denjenigen der Panzer- 
kulturen oder nur etwas unter diesen. Warum Agar den schadlichen 
Finflu8 der T-Strahlung in der Kontrolle so stark abschwacht oder, 
anders ausgedriickt, die Panzerstrahlung in ihrer férdernden Wirkung 
zu ersetzen vermag, ist vorlaufig noch ganz ritselhaft. Man kann héch- 
stens vermuten, da8 durch den Agarzusatz der Gasaustausch der Zellen 
und auch ihr iibriger Stoffwechsel so geférdert wird, da% dadurch die 
hemmende Wirkung der T-Strahlung weitgehend ausgeglichen werden 
kann. Ganz aufgehoben wird sie nicht. Unter ihrem Kinflu8 zeigen 
auch in den agarhaltigen Kulturen die Stickstoffgewinne der Kon- 
trollen fallende und diejenigen der gepanzerten Kulturen steigende 
Tendenz, genau so wie in den zur gleichen Zeit (11. bis 15.6.) ange- 
setzten agarfreien Kulturen. Das geht auchaus weiter unten (S. 47 1—472) 
erwihnten Versuchen klar hervor. 


Syndrese. 


An den Agarkulturen der Bakterien im groBen Panzer wurde am 
3. und 4. 4. 1942 eine merkwiirdige Feststellung getroffen, die im Ver- 
lauf ihrer weiteren Verfolgung zu neuen Aufschliissen fiihrte. Ks 
handelte sich damals um Kulturen von Spirillum volutans und Vibrio 
Dunbar auf in Reagenzréhrchen schriég erstarrtem Bouillonagar. Die 
Lage: Berlins zu den Luftdruckkorpern inderte sich an jenen Tagen 
von TR am 1. iiber RT am 2. und R am 3. nach HR am 4. Entsprechend 
bewegte sich das Spirillum der Panzerkultur sehr viel trigger und war 
auffallend linger im Vergleich zur Kontrollkultur. Dasselbe traf fiir 
den Vibrio zu, dessen Ausstrich auBerdem im Panzer schwiicher leuch- 
tete als in der Kontrolle. Das alles ist nach obigen Ausfiihrungen tiber 
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die bei ansteigendem Barometer iiberwiegende harte H- Strahlung ohne 
weiteres verstandlich. Was aber iiberraschte, war die ungewohnlich | 
starke Ansammlung von Fliissigkeit in den Panzerkulturen, die 4 
diesem AusmaB noch niemals beobachtet wurde. 


Die Angelégenheit wurde deshalb weiter verfolgt und fiihrte’ schlieBlich 
zur tiglichen Bestimmung der von 1 "/oigem Li lonpisincke? in 24 Stunden aus- - 
gepreBten Fliissigkeitsmenge. Das Agar wurde zu je 5ccm in ausgesucht : 
gleichen Roéhrchen sterilisiert, die dann zur Vermeidung von Verdunstungen | 
mit Ceresin verschlossen wurden. Vor Gebrauch wurde das Agar vorsichtig ' 
verfliissigt und dann in stets gleicher Lage schrag zum Erstarren gebracht. . 
Die Rohrchen standen am Versuchsort aufrecht oder schrig. Nach 24 Stunden | 
wurde die abgeschiedene Fliissigkeit quantitativ in ein graduiertes Spitz. | 
glischen iiberfiihrt und gemessen. In Abb.4 und 5 sind die gzefundenen | 
Werte als Ma® fiir diese Kolloidinderung, die sogenannte Syndrese, era 
phisch dargestellt und mit dem Wetterverlauf verglichen. 


Synirese bedeutet eine Alterung des Kolloids, die sich im Freie 
werden kolloidal gebundenen Wassers und in Aggregation der Teil-: 
chen ausdriickt, deren Oberfliche dadurch verringert wird. Biologisch 
gesehen ist also verstirkte Synirese einer verstarkten Hemmung ge- 
wisser an den Oberflichen sich abspielender Reaktionen gleichzusetzen, 
worauf sowohl die eben erwihnten Beobachtungen an den Panzer- 
kulturen als auch die folgenden Versuche hinweisen. Die ursiichliche 
Strahlung wird demzufolge in der T-Strahlung zu suchen sein, © 


4 


In Abb. 4 verliuft die Kontrollkurve in ziemlich guter Ubereine 
stimmung mit der Wetterkurve, wihrend die Panzerkurve wieder die | 
typischen StéBe, also einen unruhigeren Verlauf zeigt. Immerhin liegen | 
‘ihre Gipfel zunichst wieder vor den steileren Anstiegen der Wetter- - 
kurve, deuten also auf verstirkte H-Strahlung, die so energiereich ist, , 
daB ihre Schauer im Panzer eine betriichtlich stirkere Syndirese aus: H 
lésten als die Strahlung in der Kontrolle. Daf auch die Gipfel der: 
Kontrollkurve zeitlich etwa mit den Hochdruckgebieten und die Tiler 
etwa mit den Tiefs zusammenfallen, schien zuniichst verbliiffend. Man 
wird aber daraus folgern miissen, daB das die Synirese auslésende oder 
beschleunigende Agens vermutlich ein Teil der T-Strahlung ist, der sich 
unter den gegebenen Bedingungen schon in den Hochdruekgebietan be 
merkbar machte. Denn es mu immer wieder betont werden, daf die 
Berliner Kontrollversuche hinter kupfernen Thermostatenwiinden aus- 


gefiihrt wurden, was weiter unten noch ausfiihrlicher erértert werden 
soll. 


Im einzelnen fiillt der erste Synirese-Kontrollgipfel vom 2. zum 3. 6. 
mit dem ersten Hochdruckgipfel zeitlich zusammen. Der zweite achat 
sogar schon einen Tag vor dem Gipfel der Wetterkurve, am AL; 
reicht zu sein, wihrend der dritte vom 21. bis 23. wieder nlite im 
Hoch liegt, wo auch die ,,Sternbildung“: sehr schwach ist. Dann folgen 
noch Tage mit stark beschleunigter Syniirese am 26. und 29., an denen 
die Wetterkurve ebenfalls wieder kleine Gipfel aufweist. 
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Anfang des Monats verliuft die Panzerkurve. etwa parallel zur 
ontrollkurve, wie. das genau so schon bei der ,,Sternbildung™ von 
Pseudomonas tumefaciens und auch bei der Stickstoffbindung durch 
4zotobacter festgestellt werden konnte. Die gleiche Ubereinstimmung 
ywischen biologischen Reaktionen und Synirese ist dann auch im fol- 
venden Teil des Monats zu bemerken, insofern hier Panzer- und Kon- 
rollkurven mehr oder weniger gegensatzlich verlaufen. 
| Anfang Juli fallt die Syniirese-Kontrollkurve von der Ende Juni er- 

eichten Héhe allmihlich bis zum 5. ab, entsprechend einer in dieser 
Zeit geringen ,,Sternbildung“ und langen Spirillenformen. Auch weiter- 
hin entspricht der Verlauf der Synirese durchaus dem Verhalten der 
Bakterien im Juli. Panzer- und Kontrollkurven sind wieder mehr 
parallel gelagert, und anscheinend ist im Panzer die Wirkung der 
Schauerstrahlung wieder viel gré8er als diejenige der T-Strahlung in 
den Kontrollen. Die im Juni so auffallige Parallelitit zur Wetterkurve 
ist hier nicht mehr vorhanden. Die Tage mit stirkster Syniirese sind 
meistens diejenigen, die in den Tiefsenken oder auf den abfallenden 
<urvenstiicken liegen, und die schwiichste Synirese finden wir jeweils 
kurz vor oder auf den Gipfeln der Wetterkurve. Die .auslésende T- 
Strahlung scheint hier also etwas spater und deshalb vielleicht mit der 
eweilg schon verstirkten H-Strahlung mehr oder weniger gleichzeitig 
nufgetreten zu sein, méglicherweise im Zusammenhang mit einer schnel- 
leren Aufeinanderfolge von Hoch und Tief. 

1943 in Kirowograd (Ukraine) durchgefiihrte Messungen der Synirese 
brachten in verschiedener Hinsicht ein etwas anderes Ergebnis (Abb. 7—9). 
Erstens liegen die Werte durchschnittlich um 0,1 ccm héher als 1942 in 
Berlin, obwohl in Kirowograd nur 4 statt 5ecm Wasseragar verwendet 
surden. Das kann einfach an der Verschiedenartigkeit der Agarsorten und 
Gelherstellungen gelegen haben. Zweitens fallen die schroffen Gipfel im 
juli und weniger auch im September auf. Dabei muS allerdings beriick- 
sichtigt werden, daB nicht nur ein drtlicher, sondern auch ein zeitlicher 
Interschied zu den Berliner Versuchen besteht. Leider wurden 1943 nicht 
gleichzeitig auch in Berlin dieselben Synirese-Versuche durchgefiihrt. Ferner 
ist zu bedenken, da bei im iibrigen genau gleichem Ansatz und gleicher 
‘Auswertung der Versuche in Berlin 1942 und Kirowograd 1943 die Ortlich- 
keiten, an denen die Agarréhrchen aufgestellt wurden, doch wesentlich ver- 
schieden waren. In Berlin standen die Kontrollen in einem mit Kupferblech 
und Wasser umgebenen Thermostaten im Erdgeschof8. der zweistéckigen, ans 
starken Mauern und Decken gebauten Biologischen Reichsanstalt. Wie weit 
leine solche Panzerung bereits weichste Anteile der T-Strahlung abzu- 
schirmen vermag, geht aus den Kirowograder Versuchen hervor. Hier stand 
das Kontrollrohrchen im Freien zwischen vereinzelten buschartigen jungen 
Biumen auf dem Erdboden, ein zweites Rohrchen im Erdgeschof des ein-: 
stéckigen, sehr leicht gebauten Hauses und ein drittes daselbst schrag 
liegend unter einer 19mm dicken quadratischen Bleiplatte von 64 mm 
Kantenlinge. Ab 13.9. kam dieses dritte Rohrchen in Fortfall, das zweite 
in einen unter einem Holzschuppen in die Erde gemauerten Keller und das 
erste (Kontrolle) wieder an eine ahnliche Stelle im Freien. An allen diesen 
Stellen war die Temperatur nicht konstant und lag oft, vor allem nachts, 
BL 
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weit unter 29° C. Diesem Umstand mag manche UnregelmaBigkeit ent-. 
sprungen sein. Jedoch ist andererseits auch sicher, daB die extrem hoh n| 
Werte nicht auf eine entsprechende Erwirmung zuriickzufiihren sind. 
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Abb. 7. N-Bindung von Azotobacter chroococcum und Agar-Synarese im Freien ( ; 
Hause (————) und hier unter 19 mm Blei (----), verglichen mit dem Wettervertauf. 
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Durchschnittlich sind die im Freien ausgepreSten Wassermengent 
deutlich gréBer als diejenigen der in Gebiiuden aufgestellten Réhrchen.i 
Zweimal sinken diese sogar bis auf annihernd 0,1 ccm. Wahrscheinlicl 
vermégen demnach Hiiusermauern schon betrichtliche Teile der weicheni 
T-Strahlung abzuschirmen. Erst hinter dickeren Panzern wird diese 
Strahlung wieder dichter. = | 

In die Abb. 7 und 8 fiir die Kirowograder Synirese-Versuche ist 
auber der Wetterkurve auch das Barogramm eingetragen. Beide zu- 
sammen machen den Verlauf der Synirese-Kontrollkurve leichter vet 
stdindlich. Ihre Gipfel liegen entweder auf und hinter den Héhen der 
Wetterkurve oder des Barogramms oder vor und in ihren Senken. Imi 
allgemeinen li®t sich aus den vorliegenden noch kurzen Versuchs- 
abschnitten mit Vorbehalt schlieBen, da die verstiirkte Synirese uni 
so friiher vor einem Tief verzeichnet wurde, je ausgeprigter und aus+ 
gedehnter dieses war. Ahnliches wurde schon friiher bei biologischens 
Reaktionen festgestellt. t 


4 
Im Juli (Abb.9) liegt der erste schwiichere Synirese-Ausschlagy 
mitten in der flachen und kleinen Tiefsenke vom 2. zum 8. Die tibrige! 
drei stirkeren Ausschlige aber treten kurz hinter den bapometriachdp 
Gipfeln vor gréBeren Drucksenken auf. Die vom 21. zum 22. im From 
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ermutete sehr starke ursaichliche T-Strahlung wurde hier offenbar von 
en Hauswanden bis zu einem Durchschnittswert abgeschirmt. 


Im August (Abb. 7) sind keine gré8eren Wetterstiirze und dem ent- 
prechend auch keine hervorstechenden Syniresegipfel zu verzeichnen. 
‘ur einmal, vom 6. zum 7., erreicht die abgegebene Flissigkeitsmenge 
ccm. Dieser Gipfel liegt mitten in der tiefsten Wettersenke des 
[onats. 

Im September (Abb. 7 und 8) ist das wieder anders. Die Syniirese- 
urve ist hier leider einmal unterbrochen. Sie bildet eine Reihe von 
ipfeln, die 0,3 cem und mehr erreichen. Ihr erster liegt kurz vor der 
Mitte des Tiefs. Die nachsten drei kiinden die kommenden Depressionen 
ereits an, wenn der Luftdruck einen Héchstwert erreicht hat, und am 
nde des Monats wird eine flache, aber ausgedehnte Senke der Wetter- 
<urve von zwei Syndresegipfeln ausgefiillt, zwischen die vom 28. zum 
29. ein Minimum eingeschaltet ist, das zum Hoch am 2.10. gehdren 
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Abb. 8. Agar-Syndrese im Freien ( ) und im Keller (—-—— -), ver- 
glichen mit dem Wetterverlauf, 


diirfte. Das am FuBe desselben liegende Synarese-Maximum kénnte an- 
gesichts der hier bereits steigenden Wetterkurve iiberraschen. Dem ist 
aber entgegenzuhalten, da sich der am 1. noch klare Himmel am 
Morgen des 2. vollstiindig mit Wolken bedeckte und dann gegen Mittag 
wieder aufklirte. Eine voriibergehende Einwirkung verstarkter ‘T- 
Strahlung war also auch hier am Ortlichen Wetterverlauf zu erkennen. 
Die beiden noch folgenden kleinen Maxima der Synidrese Anfang Ok- 
tober entsprechen den beiden Talern des Barogramms am 5. und 8. 


B. und T. Deut [10, 11, 12] haben auf Grund statistischer Vergleiche mit 
den Sonneneruptionen zuerst darauf hingewiesen, da .zur Wetterdynamik 
in Beziehung stehende Reaktionen der belebten Natur wahrscheinlich auf 
Strahlung zuriickzufiihren sind. Ihrer Ansicht nach sollten die auf der Erde 
auftreffenden Folgestrahlen die kolloidale Struktur der lebenden Zelle in 
nachteiliger Weise verandern, wie ja auffallende Beschleunigungen In der 
Alterung von Kolloid-Solen und -Gelen wiederholt beobachtet werden 
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konnten, z.B. an der Milch. Bekanntlich gerinnt diese bei Gewittern oft 
in ungewohnlich kurzer Zeit. Stesn1tz und Sommer [89] haben ferner jahres.: 
zeitliche Schwankungen in der Neigung gezuckerter Kondensmilch zur Ges 
rinnung feststellen kénnen. Eine der fiir Frischmileh in Frage kommendent 
Ursachen wurde friiher [4] in einer vor einem Hoch erkennbaren Belebung: 
des Milchsiiurebakteriums. erkannt. Die andere, wahrscheinlich noch wich 
tigere Ursache liegt offenbar in einer starken T-Strahlung im Gewittertieff 
Denn die Anschauung Ditts findet in den soeben mitgeteilten Versuchs+ 
ergebnissen iiber die Synirese des organischen Kolloids Agar ihre expert 
mentelle Bestitigung, die unabhingig von diesen Versuchen und auf anderem 
Wege auch von Finpeisen [16] erbracht werden konnte. Frypetsen hat. diet 
Zunahme der Leitfihigkeit, die gleichbedeutend ist mit einer Zunahme der 
Synirese, in Arsentrisulfidsolen mit dem Wetterverlauf verglichen. Sie fandg 
im allgemeinen eine Verzégerung der Alterung bei Schauerwetter und auf~ 
klarendem Himmel und eine Beschleunigung bei Féhn und Bewélkungs- 
zunahme. Ahnlich wie bei den hier mitgeteilten Agarversuchen syndresiertet 
das Kolloid im Keller langsamer als im Erdgeschof{. Daraus und aus ihrer 
Feststellung, da8 die Alterungskurve etwa spiegelbildlich zur Luftdruck~ 
kurve verliuft, auch zum tiglichen Luftdruckgang, schlieBt FINDEISEN, dafil 
es sich bei den Schwankungen um reine Massenwirkungen der Atmosphares 
handelt, die bei hdherem Druck, also dichterer Masse, mehr der angenom4 
menen wirksamen Strahlung absorbiere. Das trifft sicher ebenso zu, wie jai 
auch die Héhenstrahlung einem deutlichen Barometereffekt unterliegt, kann 
aber nicht die einzige Ursache der Wetterparallelitit sein. Denn auch FIND» 
EISEN hat in einem Gebiude experimentiert, in welchem die Strahlung anders 
beschaffen ist als in der freien Atmosphire. Wie sollen zudem die ir 
Kirowograd noch im Hochdruckgebiet zu Anfang des Barometerfalls fest 
cestellten Gipfel der Synirese und ihre Minima bei gleichen, aber steigendem 
Barometerwerten mit Massenwirkung der Atmosphire gedeutet werden‘?! 
Hochstens so, daf& beim Durchgang energiereicher Teilchen durch eines 
dichtere Atmosphire mehr Schauer von weicher T-Strahlung entstehem 
kénnen. Auch eine solche Massenwirkung ist zu‘ beriicksichtigen, scheint 
jedoch bei der Synirese-T-Strahlung wie bei der T-Strahlung iiberhaupt eines 
untergeordnete Rolle zu spielen. Denn wie kénnten sonst ihre Gipfel zu4 
weilen auch mitten im Tief liegen?! . : 


FINDEISEN sieht mit DULL die biologische Wirkung der angenommenem 
Strahlung in einer Alterungsbeschleunigung der kolloidalen Substanzen ir 
der lebenden Zelle. Daran diirfte nicht zu zweifeln sein, zumal hier die 
gleiche Wirkung, die FinprIsen an einem anorganischen Kolloid feststellent 
konnte, an organischen Kolloiden nachgewiesen wurde (vgl. Abb. 16). Die¢ 
Kolloidalterung kann aber wiederum nicht die alleinige Ursache aller durehi 
die Wetterstrahlung hervorgerufenen Zellschidigungen sein, weil die Syn 
‘irese nicht immer genau dann zunahm, wenn lebenswichtige Reaktionent 
‘ou bby Bakterien eine Hemmung zeigten und umgekehrt. Es: 

raue a nur an die intensivere Stickstoffbi om in 
Panzer bei gleichzeitig sito eRe i cata aan ot! 

1 n, die anderer- 
Seits daselbst auch besonders stark war, als nur verhiltnismikie wenigy 
Stickstoff gebunden wurde (18.—22. 6.1942). Damit soll die biologische Bes 
deutung der von der T-Strahlung hervorgerufenen Beschleunigung der 
Kolloidalterung in keiner Weise geschmilert werden. Man muB sogar an- 
nehmen, da das Altern der Zellen und Organismen, gewisse Krankheitent 


, 


Se a ee 


‘Beitrag zur Klirung der Ursachenfrage in der Meteorobiologie. 471 


und der Alterstod zu einem guten Teil darauf beruhen*. Uberdies braucht 
sich die fillende Wirkung der T-Strahlung nicht auf Kolloide allein zu be- 
schrinken. Denn die Synirese kolloidal geléster Stoffe ist diesbeziiglich 
vergleichbar z. B. mit der Kristallisation oder Fallung echt gelister Stoffe. 


Vergleich zwischen verschiedenen Klimagebieten. 


Die schon friiher verschiedentlich beriihrte Frage, ob sich die Orga- 
nismen nicht nur am gleichen Ort zeitlich mit dem wechselnden Wetter 
in Entwicklung und Stoffwechsel iindern, sondern auch zur gleichen 
Zeit in verschiedenen Klimagebieten, konnte im kontinentalen Klima 
der Ukraine mit den dort nicht seltenen extremen Hochdruckwetter- 
lagen einerseits und im weniger ariden Klima Berlins andererseits ain 
Beispiel der Stickstoffbindung durch Azotobacter experimentell verfolgt 
werden. 

Im Juli 1943 wurde gleichzeitig in Berlin® und in Kirowograd® laufend 
Azotobacter chroococcum, Stamm R,, zwar in verschiedenen Brutschrinken* 
und Gebiuden, aber unter sonst vollig gleichen Bedingungen auf syntheti- 
schem Agar-Niahrboden in Rohrchen vorgeziichtet und dann wihrend 2 Tagen 
in 100cem fassenden Erlenmeyerkolben aus Jenaer Glas Nr.20 in 10 ccm 
folgender, auch fiir das Agar verwendeter Nahrlésung kultiviert: H,O 100, 
Glykose 2, CaCO, 0,1, Agar 0,1, KHPO, 0,1, MgSO,.7H,0 0,05, FeSO, .7H,0 
0,01, Na,;MoO,.2H,O 0,01. Aus technischen Griinden war die Verwendung 
gréBerer Mengen Niahrlésung nicht méglich. 

Aus den Stickstoffwerten (Abb. 9), die fiir die Kirowograder Kul- 
turen nach Versand® derselben in zugeschmolzenen Ampullen vom Ber- 
liner Laboratorium ermittelt wurden mit derselben Methode wie fir 
die Berliner Versuche, ist klar zu ersehen, dab wihrend der Versuchs- 
zeit, wihrend welcher in Kirowograd das Wetter nicht einmal be- 
sonders durch Hochdrucklagen ausgezeichnet war, im dortigen Lebens- 
raum der Bakterien durchschnittlich mehr Stickstoff gebunden wurde 
als in Berlin. Hier mute also eine fiir die Stickstoffbindung und Ent- 
wicklung des Bakteriums weniger giinstige Strahlung vorherrschen als 
in Kirowograd. Oder das Kirowograder Strahlenklima entsprach, was 
die Stickstoffbindung betrifft, mehr den Strahlungsverhiltnissen im 
schweren Panzer, jedenfalls wihrend der Versuchszeit mit Ausnahme 
der vier letzten Julitage. Wihrend dieser vier Tage ist offensichtlich 


4 Herr Professor Dr. KoLnérsrer vertrat diese Ansicht beziiglich der 
Héhenstrahlung in einer persénlichen Mitteilung. 

5 Fiir die Leitung der Berliner Arbeiten bin ich Herrn Oberregierungsrat 
Dr. Srarp sehr zu Dank verbunden. 

6 Fir die Ermoéglichung dieser und der noch folgenden Untersuchungen 
bin ich Herrn Dr. Noster zu Dank verpflichtet. 

7 Der von mir verwendete Brutschrank wurde von meinem damaligen 
Kameraden Orresskr in miihevoller Arbeit aus Holz vefertigt und ist S. 473 
niher beschrieben. Ihm spreche ich auch an dieser Stelle meinen verbind- 
lichsten Dank aus. 

8 Dadurch kénnen hochstens geringe Verluste eingetreten sein. 
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eine Strahlung wirksam gewesen, die sich zwischen einem dstlich ge 
legenen Tiefdruckgebiet und einem westlich gelegenen, spater bi 
Kirowograd vordringenden Hoch fiir Stickstoffbindung und Entwick- 
lung von Azotobacter schiidlicher erwiesen hat als beispielsweise die 
Strahlung vor dem ausgeprigten Tief am 11.7. a 
: Wenn man von der durchschnittlich tieferen Lage absieht, verlautt 
| die Berliner Stickstoffkurve in dhnlicher Weise wie die Kirowograder 
7 
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La Abb. 9. Gleichzeitige N-Bindung von Azotobacter chroococcum in Berlin (———-—) und Kirowograd (—- 
ie sowie Agar-Synarese in Kirowograd im Freien ( ), im Hause (——— —) und hier unter 19 mm Blei (- - 
De, verglichen mit dem Wetterverlauf in Berlin (~-———) und Kirowograd ( ). - 
- . 
as : 
pet und ebenfalls in ausreichender Ubereinstimmung nicht nur mit der Ber- 


liner, sondern auch mit der Kirowograder Wetterkurve. Um so merk- | 
* wiirdiger sind die in Kirowograd erzielten héheren Stickstoffgewinne. — 
“a Die Ursache hierfiir ist vielleicht in irgendeiner Einflu8nahme grofSer 
pd Lindermassen auf die Strahlung zu suchen. Von der Héhenstrahlung— 
ist bekannt, daB ihre Intensitit an der Erdoberfliiche nicht nur nord-— 
siidliche, sondern auch ost-westliche Differenzen aufweist. Da& sich — 
gerade hier in SiidruBland die ausgedehnten Schwarzerdegebiete be- 
finden, ist sicher nicht nur auf die fehlende Auswaschung des Bodens 
und andere bekannte Klimafaktoren zuriickzufiihren, sondern auch auf 
die stirkere Stickstoffbindung. : 
Ms Etwas weiter westlich, in Jaslo am Nordrand der Beskiden, gelang es 
auch, Aspergillus niger auf stickstoffreier, molybddnhaltiger Nahrlésyng in 
vier Tagen zu einer zusammenhingenden, allerdings diinnen Mycelhaut mit — 
4 zahlreichen Konidien anwachsen zu sehen, was friiher in Berlin und spiter_ 
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n Fredericia (Danemark) unter sonst gleichen Versuchsbedingungen nie 
selungen ist. Gelegentlich wurde schon darauf hingewiesen, daB eine Stick- 
stoffbindung durch Aspergillus niger, die Scuoser [34] einmal nachgewiesen 
haben will, sehr wohl méglich ist, sofern nur die Art der Luftdruckverteilung 
(Wetterstrahlung) es zulaBt. In Mitteleuropa diirfte das nur selten der Fall 
sein, im Osten dagegen schon eher. 

Da die Vergleichsversuche mit Azotobacter in verschiedenen Brut- 
schranken ausgeftihrt wurden, nimlich in einem metallenen (Berlin) und 
in einem hélzernen (Kirowograd), besteht auch immer noch die Méglich- 
keit, daB die ermittelten Unterschiede in der Stickstoffbindung hierauf 
zuriickzutfiihren sind. Entsprechende kurzfristige Versuche in Jaslo und 
Fredericia haben allerdings vorliufig keine Beweise fiir eine wesentliche 
Beeinflussung der Stickstoffbindung durch das Thermostatenmetall erbracht. 
Jedoch machte sich immer stirker der Verdacht geltend, daB die in den 
iiblichen metallenen Brutschrinken, vor allem mit einigen anderen Versuchs- 
objekten gewonnenen Ergebnisse nicht die Strahlungsverhiltnisse in der 
freien Atmosphire wiedergeben. Deshalb muBbte diese Frage in ausge- 
dehnteren Vergleichsversuchen einer niheren Priifung unterzogen werden. 


Vergleiche zwischen Holz- und Metallbrutschrank. 


Bei dem‘ verwendeten Metallbrutschrank mit 30 >< 30 >< 40cm Innenraum 
handelt es sich um einen doppelwandig (je etwa 1mm) kupfernen Schrank 
mit Wasser als Wandfiillung, der auSen mit Leichtmetall und Asbest un- 
bekannter Dicke verkleidet und an den Kanten durch vernickeltes, 3mm 
dickes und 27mm breites Messing verstarkt war. Er wurde durch zwei 
einschiebbare Heizpatronen von unten elektrisch beheizt und durch einen 
in den Wassermantel eintauchenden Thermoregulator auf konstanter Tem- 
peratur gehalten. 


Die Holzbrutschrinke enthielten dagegen in den Wanden kein Metall. 


Diese bestanden aus doppelten Sperrholzplatten mit Watte-Zwischenfilluny. 
An der Decke des 30 >< 30> 30cm grofen Innenraumes war ein Bimetall- 
Thermoregulator aufgehingt, der die Heizung vermittels der in einer hinteren 
Ecke aufgestellten, gegen den tibrigen Raum abgeschirmten Gliihbirne re- 
eulierte, so dab sich die Temperatur wihrend der angefiihrten Zeiten und 
in Nahe der Versuchsobjekte zwischen 28 und 30° C hielt. Zeitweilig, auber- 
halb der hier erwahnten Versuchszeiten, kam es in dem einen der beiden 
Holzbrutschrinke zu gréBeren Temperaturschwankungen. Infolge Lichtbogen- 
bildung verschmolzen die beiden Pole des Regulators. Das geschah fast 
ausschlieBlich beim Ubergang von Tief- zu Hochdruckwetter, vielleicht in- 
folge starkerer Ionisierung der Luft. Diese etwa inmitten der hélzernen 
Thermostaten hingenden Thermoregulatoren enthielten das einzige Metall, 
das mitunter noch stérend gewirkt haben kénnte. Sie bestanden, abgesehen 


von dem etwa 15mm breiten, senkrecht haingenden Bimetallstreifen im — 


wesentlichen aus der 65mm im Durchmesser grofen Kapsel aus diinnems 
Risenblech. 


Syndrese. 


Der erste Vergleich zwischen Metall- und Holzbrutschrank kam in 
Jaslo zur Ausfiihrung, und zwar durch Bestimmung der Synarese in 
der Art, wie sie weiter oben beschrieben wurde. Der Metallthermostat 
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stand im ErdgeschoB und der hélzerne im obersten der drei Stockwerke | 


desselben massiv gebauten Hauses. =) 
‘: 
4 
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Abb. 10. Syndrese im Holz- (----) und Metall- ( 


) Brutschrank. 


In Abb. 10 tritt der Unterschied zwischen den Ergebnissen in beiden | 
Brutschriinken klar zu Tage. Wihrend die Synidrese im Metallbrut-. 
schrank M wihrend der ganzen Zeit annihernd gleich und verhialtnis- - 
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Abb. 11. Synirese im Holzbrutschrank (----), darin unter 0.1 mm 

Eisen (——) und unter 0.6 mm Nickel + 0.7 mm Kupfer (—. —.—) sowie 

im Metallbrutschrank (——_) und darin unter 0.6 mm Nickel -- 0.7 mm > 
Kimter’(..cc orale : 


mibig gering blieb, war sie im Holzbrutschrank H viel stiirker und so. 
schwankend, daf sich darin gewissermafen die einzelnen starken 
Schauer der Strahlung widerzuspiegeln scheinen. Hieraus lift sich 
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‘schlieBen®, daf durch die Hausmauern und noch viel mehr durch die 
metallenen Winde des Brutschranks wesentliche Teile der T-Strahlung 
~zuriickgehalten werden, und dai somit die weichsten Anteile der 
Wetterstrahlung bisher mit den Kontrollen im Metallbrutschrank tiber- 
haupt nicht erfaBt wurden. 


Sern, Wetferverlauf 
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Abb. 12. Synarese im Holz- (----) und Metall- (— ) Brutschrank. 


Diese Versuche wurden dann etwas spiter in Fredericia fortgesetzt, 
wo auch die noch folgenden Experimente zur Durchfiihrung kamen. 
Hier stand der Holzbrutschrank etwa zwei Meter von dem metallenen 
entfernt im ersten Stock eines dreistéckigen, ebenfalls massiv aufge- 

_fiihrten Gebaudes. Auch hier war das Ergebnis zuniichst ahnlich dem- 
jenigen der Jasloer Versuche (Abb. 11). Aber nicht immer ergaben sich 
so grobe Unterschiede. Im Juli und August z. B. verliefen die Kurven 
von M und H etwa auf gleicher Héhe (Abb. 12 und 13), und im Sep- 
tember ragten nur einzelne Spitzen von H iiber M hinaus (Abb. 14), 
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Abb. 13. Synarese im Holz- (----) und Metall- ( ) Brutschrank. 


ganz ahnlich den Kurven fiir den Kirowograder Syniiresevergleich 
zwischen Freiluft und Gebiude. Welche charakteristischen Wetter- 
lagen fiir das Emporschnellen der H-Kurven bezeichnend sind, ist bei 
hiufiger Wiederholung solcher Versuche leicht zu merken. Immer sind 
es Depressionen oder Verstirkungen bereits vorhandener Depressions- 


lagen, die sich in den Syniresegipfeln ankiindigen. Gipfel und Taler 


9 Immer, auch bei allen noch folgenden Versuchsdeutungen, nur auf 
Grund der gegebenen Arbeitshypothese, so lange noch keine physikalische 
_ Analyse der Wetterstrahlung vorliegt. 
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liegen tibrigens in den H- und. M-Kurven nicht nur verschieden hoch, | 
sondern sind auch zeitlich gegeneinander verschoben (Abb. 14), unt 
zwar scheinen sie in H etwas friiher erreicht zu sein als in M. Das 
wiirde hei®en, daB zunichst im Agar des Holzbrutschranks hinter den 
Hausmauern als Folge einer verhiltnismaBig weichen primaren Strah-_ 
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Abb. 14. Synarese im Holz- (----) und Metall ( 


) Brutschrank. 
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lung die syniretisch wirksame ihr Maximum erreicht und dann etwas, 
spiter auch im metalienen Brutschrank, ausgelést durch eine etwas. 
hartere primaire Strahlung. Demnach wire hier die Wetterstrahlung, 
summarisch betrachtet, gegen das Tief zu allmahlich hirter geworden.. 

Wenn es Strahlung ist, welche die Synirese so stark beeinfluBt, 
dann miissen sich ihnliche Unterschiede wie in obigen Versuchen auch: 
dann ergeben, wenn ein Teil der Agarréhrchen im Holzbrutschrank (H) mit. 
Metall umhiillt wird. Das geschah z.B. in der Versuchsreihe der 


_ Abb. 11, einmal mit einer nur 0,1 mm starken Blechhiilse (H (M)) und — 


zum andern mit einer 0,6 mm starken Nickelhiilse, die noch mit einem 
0,7mm starken Kupferdeckel abgedeckt wurde (HM). Die ebenso ge- 
schiitzten Réhrchen im Metallbrutschrank seien mit MM und die dort be- — 
findlichen Kontrollen mit M bezeichnet. Die Versuchszeit ist nur kurz. 
Aber so viel ist doch zu sehen, da schon 0,1 mm Eisen den Syniiresewert. _ 
auf ein Minimum herabdriickt. Vielleicht ist dieses noch vollkommener 
in HM und M erreicht und in MM bereits iiberschritten, so da® hier die 
Bildung wirksamer Folgestrahlung schon etwas zu tiberwiegen scheint. 
Kine derartig weiche Strahlung mu8 natiirlich schon von Haus- { 
mauern absorbiert werden. Es war deshalb zu untersuchen, ob sich 
die Differenzen zwischen den Ergebnissen im Metall- und im Holz-— 
brutschrank noch weiter vergréBern lieSen, wenn dieser méglichst fret 
stand. Zu diesem Zweck wurde ein zweiter Holzbrutschrank, der genau — 
so gebaut war wie der erste, auf dem Dachboden unmittelbar unter den 
Dachziegeln aufgestellt. ; } 
Auch diese Zeit der in Abb. 15 dargestellten Versuche ist zu kurz. — 
bemessen, um Endgiiltiges aussagen zu kénnen. Immerhin la8t sich 
vielleicht herauslesen, daf die Werte fiir den neuen Holzbrutschrank 
nH durehschnittlich noch héher liegen als diejenigen fiir H, und dai 
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die Gipfel und Taler fiir nH teilweise gegen diejenigen von H und 


M seitlich verschoben sind. Offenbar liegen auch hier wieder Gipfel 
und Taler von nH und H stellenweise vor denjenigen von M. Wieder 


Werterverlauf 
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Abb. 15. Synarese im Holzbrutschrank unter dem Hausdach (----), 
darin unter 0,1 mm Eisen (—.—.), im Holzbrutschrank im 1. Stock 
desselben Hauses (——) und dort im Metallbrutschrank ( 4 


wiire das ein Zeichen dafiir, dai die Wetterstrahlung vom Hoch zum 
Tief allmihlich hirter wird. 

Die Kurve nHM (0,1mm Eisen) verléuft ungefahr spiegelbildlich 
zur Kurve nH. Das bedeutet, daf dann, wenn die atmosphirische 
Strahlung am weichsten ist, in nHM am wenigsten davon zur Wirkung 
kommt und umgekehrt. Die Kurve nHM liegt auch deutlich héher als 
‘die M-Kurve. Sie hilt sich im Durchschnitt fast auf der Héhe von id, 
ganz im Gegensatz zur Kurve HM der oben erwihnten Versuche. In 
der Primarstrahlung werden also mehr verhiltnismiBig weiche Anteile 
enthalten gewesen sein, die im weniger geschiitzten Agar hinter den 
Hausmauern (H) und hinter dem diinnen Eisenblech (nHM) synaretisch 
wirksame Strahlung hervorriefen, als hirtere, die diese weiche Folge- 
strahlung erst im stirker gepanzerten Metallbrutschrank erzeugten. 
DaB einfach die syniretisch wirksame Strahlung selbst von den Haus- 
mauern und dem Eisenblech mehr durchgelassen wurde als von den 
kupfernen -Thermostatenwanden, ist wegen der gleich noch nachzu- 
weisenden sehr geringen Durchdringungsfahigkeit dieser Strahlung 
nicht anzunehmen. | 

Die Syniirese-T-Strahlung war jedenfalls im Holzbrutschrank unter 
dem Hausdach intensiver als hinter diinnen Metallschichten oder 
anderen entsprechend dichten Materien. Das gilt nicht nur fiir Agar, 
‘sondern ebenso z.B. fiir Lorrrerschen Serumniihrboden, in gleicher 
Weise wie jener untersucht (Abb. 16). 

Welche Dichte ohne Einbufe durchdrungen wird, bleibt noch festzu- 
stellen. Nach neuesten vorlaufigen Versuchsergebnissen werden diese 


-Strahlen schon durch Stanniolpapier abgeschirmt, ja sogar durch Glas ge- 
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wohnlicher Dicke (Tab. 1), das aber auch umgekehrt, anscheinend bei ent-— 
sprechend hiirterer Strahlung durch Vermehrung wirksamer Folgestrahlen 
die Synirese noch etwas erhdhen kann (2.—3.5.)- In den glasernen agar- 
haltigen Réhrehen kimen demnach bereits” 
Folgestrahlen und nicht die in der freien 
Atmosphiire vorhandenen Strahlen zur 
Wirkung, die, wenn hier tiberhaunpt vor-— 
handen, vielleicht eine noch me 
Syniirese verursachen kénnen als bisher 
festgestellt wurde. In Quarz scheint sig 
jedenfalls stirker zu sein als in Glas. 
Aber auch die Quarztiegel standen noch— 
im Holzbrutschrank und dieser unter den 
Dachziegeln. Beides hat sicher, so weit 
es sich um die Synirese handelt, die 
atmosphirische Strahlung so verandert, 
M H ni nk da dabei syniretisch wirksame Strahlung~ 
Abb- 16. Vergleich zwischen der Syn- @rzeugt wurde, wozu anscheinend ' auch 
arese von Agar und Serum unter ver- gewOhnliches Schreibpapier schon imstande | 
PRE Sart art tine Tenia bis ist. Ob und in welcher Stirke diese 
extrem weiche Strahlung in der freien ~ 

Atmosphire vorkommt, ist demnach noch eine offenstehende Frage. % 


/ 

i 
Tabelle I. A 
EinfluB verschiedener Materialien auf die syndretisch wirksame Strahlung. 
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Besdichisaig 1/190 ccm Fliissigkeit : H 
des Materials a XS Aprik Tee: Net Mai ‘ 
12.-13. 7.-8. | .27.-28,'| .29.-30. | ° 2.-3. 3.-4. } 

4 

M 35 31 : 

nH 48 | 39 |} 39) 50°} Sr | 42 i 
nHM 34 39 42 42 
A 37 34 ; : 
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P 59 “ 

Qu 19 3 
Qu + G ; 09 E 


M = Agar im Glasréhrchen im kupfernen Brutschrank im 1. Stock, | 

all Bhi vor, Ley § » Holzbrutschrank unter dem Hausdach, D 
TREE Meets, eM ‘ daselbst unter 1mm Messing + 1mm Kupfer, 
Bont ety * # » 15mm Aluminium, : | 
» on > . A » einer Schicht Stanniolpapier, — 
on: PS ae » ‘3 » Imm Glas, 4 
his, » » » 4 Schichten weiBen Schreib- 
Qu = 8 statt 4cecm Agar im Quarztiegel schrig i Ae aoe : 
unten auf flacher Glasschale, mit Paratin salwediontet, mate ONnE ae ‘i 


Qu + G = dasselbe mit 1mm starkem Becherglas tiberdeckt. 
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Kohlensaurebildung durch Hefe. 


Nach diesen Ergebnissen mit den drei verschiedenen Brutschraénken 
war es natiirlich wichtig, hierin auch die LebensiiuBerungen einiger 
Mikroorganismen miteinander zu vergleichen; und zwar kam es darauf 
an, nicht nur die summarische Gesamtentwicklung eines Mikroben als 
Test zu verwerten, sondern vor allem auch einzelne biochemische Re- 
aktionen oder Reaktionsketten. Als solche kam z. B. die Kohlensaure- 
bildung durch Hefe in Betracht. . 

Bdckerhefe wurde rein geziichtet und dann bis zur starken Triibung in 
natursauere 5 %/oige Traubenzuckerbouillon mit 0,001 °%/o0 FeSO,.7H,0 und 
0,001 °/o ZnSO,.7H,O iiberimpft. Diese Aufschwemmung wurde zu je 10 ccm 
in Reagenzgliser abgefiillt, die dann mit Gummistopfen verschlossen wurden, 
durch welche je ein diinnes Gasableitungsrohr die gebildete Kohlensaure in 
eine an der Spitze zugeschmolzene, mit etwa 3 Y/oiger Kochsalzlosung gefiillte 
10 cem-Pipette iiberfiihrte. Eine solche Apparatur mit je zwei Kulturen 
wurde in jeden Brutschrank ein- 
gestellt. Die Garung kam sehr ccmC0, 
pald in Gang, Wenn die Pipetten 9 
ganz mit Kohlensdure angefiillt 
waren, konnten sie erneut mit 
Kochsalzlésung beschickt und die 
Versuche dann fortgesetzt werden. 

Meistens lagen die Girungs- 
kurven von H_ mehr © oder 
weniger deutlich hdher als die- 
jenigen von M (Abb. 17). In 
diesen Fiillen war kein be- 
stiindiges Schénwetter zu er- 
warten, sondern eher die An- 
niherung einer Depression oder 9) 7] 0 0 W Fo 


jedenfalls keine wesentliche - Minuten 


‘ : Abb 17. Hefegirung im  Holz- (----) und 
Wetterbesserung.. Sogar sehr jyeran. ACHETER OT eee He 


kleine Stérungen, kenntlich an Depression. 


voriibergehender Bewdlkungs- 
zumahme, schienen sich bei einzeInen Ablesungen in gréBeren Kohlen- 


siiureschiiben der H-Garung gegentiber der M-Girung bemerkbar zu 
machen. Auf Grund der gegebenen Theorie sowie aller bisherigen und 
noch folgenden Feststellungen wird also T-Strahlung girungsfordernd 


sein. 


Bei horizontalerem Verlauf der Wetterkurve in Nahe der Linie R 
glichen sich die Garungsintensitaten mehr und mehr an und konnten 
sogar ein umgekehrtes Verhaltnis, erreichen, das allerdings nie so grof 
wurde, solange das Wetter keine entschiedenere Wendung zum Hoch 
hin nahm. Die M-Kurve lag dann dicht iiber der H-Kurve. Ein Beispiel 
hierfiir bieten die in Abb. 18 dargestellten Garversuche, die zur Zeit 
einer weder deutlich zyklonalen noch deutlich antizyklonalen Wetter- 
entwicklung stattfanden. Hier wird also vermutlich die weiche 
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Abb. 18. Hefegarung im Holz- (----) und Metall- ( 


10 20 30 min. 
37. 


) Brutschrank. 


Noch deutlicher tritt das in den folgenden etwas kiirzeren Versuch 
reihen zutage, in denen auch nH vertreten ist und die Garung hie: 
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Abb. 19, Hefegiirung im Holzbrutschrank unter dem Hausdach (----), im Holzbrutschrank im 1. 
desselben Gebaudes (———) und dort im Metallbrutschrank ( 


As und in H unter dem Einfluf tiberwiegender T-Strahlune meistens stir. 
mischer verlief als in M (Abb.19 und 20). Besonders deutlich war 


dieser Unterschied wieder, wenn sich die Wetterkurve entsprechend 
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deutlich senkte, wie auch das umgekehrte Verhiltnis, also stiirkere 
Garung in M als in nH oder H, dann sehr klar hervortrat, wenn sich 
ein entsprechender Wetterumschwung in antizyklonaler Richtung an- 
bahnte. Das ist bei derartig kurzfristigen Versuchen (vgl. auch die 
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Abb- 20, Hefegiirung im Holzbrutschrank unter dem Hausdach (----) 
und im Metallbrutschrank im 1. Stock desselben Hauses ( ) mit 
alter (OQ) und frischer (%) Kultur in der Wiederholung. 


friiher beschriebene Abhingigkeit des Bakterienschwaérmens vom 
Wetter [4]) nicht immer mit Sicherheit aus den Wetterkarten zu ent- 
‘nehmen. Dann bietet aber die Bewélkungszu- und -abnahme ein un- 
triigliches Zeichen fiir die herrschende Art der Wetterstrahlung. So 
eeht auch in der kurzen Versuchsreihe der Abb, 20, fiir die Wetter- 
karten nicht zur Verfiigung standen, aus den am 1. und 2.4. einge- 
tragenen eigenen Wetterbeobachtungen hervor, dafi am 1. ein Sturm- 
tief heranzog, auf dessen Riickseite am 2. abends nach Regen bereits 
~ Aufklirung folgte. Dementsprechend war die Kohlensiiureproduktion 
am 1. stirker in nH’ (T-Strahlung) und am 2. stirker in M (H- 
Strahlung). ‘ 

Die ziemlich regelmaBig wiederkehrende Anniherung der Werte von M 
und H an nH oder sogar Umkehr des Verhiltnisses bei der zweiten Ab- 
lesung eines Girversuches diirfte vor allem mit Erschépfung der anfangs 
stiirmischer girenden Kultur zu erklairen sein, wenn auch nicht die Méglich- 
keit von der Hand zu weisen ist, daB die weiche T-Strahlung im allgemeinen 

‘gegen Abend abnimmt oder hartere Anteile vermehrt auftreten. Abends 
pflegt auch die Synirese schwiicher zu werden, und noch manche andere 
Tatsache deutet auf ein abendliches Harterwerden der Wetterstrahlung. 
Auch dann, wenn anstelle der alten eine frisch beimpfte Nahrlésung zum 
“aweiten Versuch verwendet wird, ist mitunter bei entsprechendem Wetter 
eine Anniherung von M an nH feststellbar und auch eine Umkehr des 
urspriinglichen Verhaltnisses. Bei allen derartigen Versuchen fie! auf, daf 
die alten Kulturen im Vergleich zu den frischen mit dem einmal empfangenen 
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Impuls behaftet blieben, der eine Cioaealltines auf neue Strahlungsverhal a! 
nisse offensichtlich ersehwerte. (Siehe S. 464 oben!) — Fi 

Um ganz sicher zu gehen, da nicht etwa voriibergehende, unbeot . 
achtete ‘Temperaturunterschiede > zwischen den verschiedenen Thera | 


=S 


| 


' Jonuor 1945. r, a) 
Abb, 21. Hefegirung (O) und Reduktionswirkung (4%) von Proteus” vulgaris im Holz- a 


brutschrank unter dem Hausdach (----), darin unter 1 mm Messing (—.—.—.), 
_ im Holzbrutschrank im 1. Stock desselben Hauses (~———) und dort ma Metallbrut- | 
schrank (——). mck a 2 
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Kulturen, von 1mm starkem Messing iiberdeckt, untergebracht (nHM). 
Diese verhielten sich nun nicht etwa jeweils genau so wie die Kulturen 
in M, sondern meistens ganz anders, oft noch schwicher giirend als 
diese (Abb. 21). Fast immer wurde anfianglich in nHM weniger Kohlen- 
Siure gebildet als in nH, was dem zyklonalen Wetter durchaus ent- 
spricht (Abb. 21 und 22). Dennoch wird die Gesamtstrahlung wahrend 
der Versuchszeit der Abb. 21 auch hirtere Anteile umfaft haben, 
weil hier in der Mehrzahl der Fille die Girung in H, zweimal sogar 
in M stirker war als in nH. Natiirlich mu8 es vorliufig dahingestellt 
bleiben, ob die 1mm starke Messingschicht girungsférdernde, weiche 
Strahlungsanteile abgeschirmt und im Gegensatz zum Mauerwerk des 
Hauses (H) und den kupfernen Wanden des Brutschrankes (M) kaum 
wirksame Sekundirstrahlung gebildet hat, oder ob den Versuchsergeb- 
nissen andere Ursachen zu Grunde liegen. Jedenfalls haben diese Ver- 
suche gezeigt, daB auch bei der Wetterempfindlichkeit der Gérung 
Strahlungseinfliisse als Ursache anzunehmen sind. 


Kohlensaurebildung durch Bacterium coli commune. 


Ob die wahrscheinlich fordernde Wirkung weicher T-Strahlung auf 
die Girung an Hefe gebunden oder von allgemeinerer Giiltigkeit ist, 
soll im folgenden das Beispiel des Bacteriwm coli commune zeigen. 

Die Versuchsanordnung war hier die gleiche wie bei der Heie. Nur 
wurde als Nihrlisung eine 1°/cige Traubenzucker-Bouillon verwendet, die 
insgesamt vor Verteilung auf die Garréhrchen mit dem 24 Stunden alten 
Bewuchs eines Bouillonagar-Schrigrohrchens gleichmafig beimpft wurde. Die 
Versuche dauerten hier wegen der schwicheren Girung nicht Minuten, son- 
dern mehrere Stunden. 
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Abb. 23. Gdarung (©) und Reduktionswirkung (%) von Bact. coli commune im Ho 
unter dem Hausdach (----) und im Metallbrutschrank im 1. Stock desselben Hauses ( ), 


Abb.23 beweist ganz eindeutig, da® auch Bact. coli fast immer 
in nH stiirmischer giirte als in M. Dariiber hinaus zeigt diese Versuchs- 
reihe, daB nicht nur die Anfangsgarung in nH gegeniiber M beschleunigt, 
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sondern auch die wiihrend des gesamten Giarungsablaufs gebildete 
Kohlenséuremenge nach etwa 24 Stunden in nH groéfer ist, dab also 
offenbar unter dem EinfluB der weichen T-Strahlung mehr Zucker ver- 
goren und weniger anderweitig (Atmung, Assimilation) verbraucht 
wird. Diese férdernde Wirkung der T-Strahlung auf die Girung geht 
auch daraus hervor, dab unter beiden Bedingungen insgesamt um so 
mehr Kohlenséure gebildet wurde, je gréBer anfangs der Vorsprung 
von nH gegeniiber M war. 

Die von A. Ripret [28] nachgewiesene Abhingigkeit der von He/fe- 
kulturen abgegebenen Kohlensiuremengen vom Barometerdruck wird, wie 
man nun annehmen muf, nicht allein mit den Druckschwankungen erkliirt 
werden kénnen, sondern auferdem mit der girungsférdernden Wirkunz 
verstarkter T-Strahlung bei fallendem Barometer. Diese wird vielleicht auch 
die Ursache sein fiir das gehiufte Auftreten der Tympanie (Aufblihen des 
Pansens bei Wiederkiuern) zur Zeit ,,bestimmter Wetterlagen", 


Methylenblaureduktion 
durch Proteus vulgaris und Bacterium coli commune. 


Mit diesen Feststellungen iiber den Einflu8 der Wetterstrahlung auf 
die Garung tauchte die Frage auf, ob auch einfache Reduktions- 
wirkungen von Bakterien in f&hnlicher Weise reagieren. 


Als Versuchsobjekte hierfiir dienten Proteus vulgaris, Stamm X 19, und 
Bacterium coli commune. Sie wurden in einigen Tropfen einer dichten Auf- 
schwemmung von 24 Stunden alter Schrigagar-Kultur in physiologischer 
Kochsalzlésung einem verfliissigten und wieder auf 40° C abgekiihlten, 
1%oigen Bouillonagar mit 0,5°%o gesiittigter alkoholischer Methylenblau- 
l6sung beigemischt. Das so beimpfte Agar wurde dann auf die gleich- 
lumigen Versuchsréhrchen in gleicher Schichthéhe verteilt, wo es senkrecht 
stehend erstarrte. Je zwei dieser Réhrchen kamen dann in die verschiedenen 
prutschriinke, wo die Reduktion des Methylenblaus nach mehreren Stunden 
kegann. Wie weit diese nach einer gewissen Zeit fortgeschritten war, ist 
in den Abb. 21—23 vermerkt. 

Die absoluten Werte sind auch hier genau so wie bei den nicht zu Ende 
gefiihrten Girversuchen belanglos, weil Impfmenge und Versuchszeit nicnt | 
konstant gehalten wurden. Die relativen Werte bedeuten: 

4 = Methylenblau in der gesamten Agarschicht (bis auf die oberste 

1mm-Zone) vollstindig reduziert, 

3 = Reduktion nur in der oberen Hiilfte vollstindig, 


2 = gesamte Agarschicht noch griin und 
1 = gesamte Agarschicht noch hellblau. 


Bemerkenswert ist, daB diese Reduktion ungefaihr ebenso auf die 
Wetterstrahlung anspricht wie die Girung, da® sie also auch vermut- 
lich durch T-Strahlung geférdert wird. Allerdings scheint die Re- 
duktionskraft von Proteus vulgaris schon etwas friiher zu reagieren 
als die Hefegiirung. 


_ '™ Nach brieflicher Mitteilung von Herrn Dr. PLAAS aus der Biologischen 
Versuchsanstalt in Béiuerlinshalde am Bodensee. : 
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Aus allen bisher beschriebenen Versuchen hat sich somit ergeben, 
aB die T-Strahlung biologische und physiko-chemische Vorgange 
durchaus nicht immer hemmt. Vielmehr scheinen die Synérese von 
Kolloiden, biologische Reduktionen und Girungen sowie das Zell- 
wachstum durch diese weiche Strahlung deutlich geférdert zu werden. 
Da aber andererseits auch gewisse LebensiiuBerungen durch diese 
Strahlung gleichzeitig gehemmt werden wie z. B. die Schwarmtitigkeit 
von Bakterien, die ,,Sternbildung’ von Pseudomonas tumefaciens, dic 
Schwiirmsporenbildung von Phytophthora infestans, die Volutin- 
ansammlung in Hefezellen vor ihrer Kopulation und ihnliche, alles Vor- 
ginge, die offenbar mit der sexuellen Vermehrung und darum wahr- 
scheinlich mit der Zellatmung eng verkniipft sind, war es notwendig, 
auch einige reine Oxydationsreaktionen bei Mikroorganismen zu priifen. 
Als solche wurden die Essigsiiurebildung aus Alkohol durch Bakterien 
und die Nitrifikation gewahlt. 


Alkoholoxydation zu Essigsaure und Nitrifikation. 


Eine 24 Stunden alte Reinkultur eines aus abgestandenem Bier ge- 
ziichteten Bakteriums auf Schriigagar von 5 %/oiger saurer Glykose-Bouillon 
wurde mit 20 ccm Leitungswasser + 0,05 °/o K,HPO, + 0,02 %/o MgSO,.7 HO 
+ Spur FeSO,.7H,O abgeschwemmt und diese so gleichmaBig beimpfte 
Lésung dann mit 6% Athylalkohol versetzt. Davon wurden je 10 ccm in 
die 50 ccm fassenden Versuchskélbchen abgefiillt. Nach mehreren (etwa 3) 
Stunden konnte dann die relative Menge der gebildeten Essigsdure, d. h. die 
Differenz der beiden unter verschiedenen Bedingungen entstandenen Mengen, 
mit einer 1:50 verdiinnten gesittigten Sodalésung und Phenolphthalein als 
Indikator bestimmt werden. Die Bestimmung der absoluten Mengen wurde 
auch hier nicht fiir notwendig erachtet und war auSerdem unter den gege- 
benen Verhiltnissen nicht durchfiihrbar. 

Fiir die Nitrifikationsversuche stand eine Anreicherungskultur zur Ver- 
fiigung, die durch mehrfaches AbgieBen der iiberstehenden Flissigkeit und 
Ersatz derselben durch Leitungswasser vom gebildeten Nitrat befreit worden 
war. Von ihr wurden nach kriftigem Schiitteln 10 ccm in 100 cem folgender 
| Nahrlosung iibertragen: Leitungswasser 100, (NH,),SO, 0,2, Spuren von 
-K,HPO,, MgS0,.7H,0 und FeSO,.7H,0 sowie . eine Messerspitze voll 
GaCO,. Hiervon kamen nach kraftigem Schiitteln je 10 ccm in die 50 ccm 
~fassenden Versuchskélbchen. Nach 24 Stunden wurden die Kulturen mit 

Diphenylamin-Schwefelsiure auf ihren Nitritgehalt untersucht, wobei nach 
Intensitit der Blaufirbung unterschieden wurde zwischen 1 = sehr schwach, 
2 = schwach, 3 = deutlich, 4 = stark und 5 = sehr stark. Hinsichtlich der 
genauen Bestimmung der wirklich gebildeten Nitritmengen gilt dasselbe wie 
fiir die Bestimmung der Essigsaure. Hier sind also die in die Darstellung 
eingetragenen absoluten GréBen ebenfalls bedeutungslos. Wichtig sind nur 
die jeweiligen Differenzen zwischen den nH- und nHM-Werten. 

In Ab. 24 sind zum Vergleich mit den 24 Stunden wihrenden Nitrifi- 
kationsversuchen gleichzeitig laufende Synireseversuche aufgenommen und 
als Gegenstiick zu den kurzfristigen Alkoholoxydationsversuchen zur selben 
Zeit durchgefiihrte Methylenblau-Reduktionsversuche mit Bact. colt, Der 
Wetterverlauf konnte nicht eingetragen werden, weil in der Zeit, vom 

30.3. 1945 bis 30. 4.1946 keine Wetterkarten erschienen sind. 
32 
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Die nHM-Werte der Nitrifikation liegen fast immer tiber den nH-- 
Werten, umgekehrt wie bei der Synirese. Die Nitrifikation wird also) 
offenbar durch diejenigen Strahlungsverhiltnisse begiinstigt, durch t 
welche die Synirese gehemmt wird. Diese bildete in der nH-Kurve® 
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Abb.'24. Vergleich zwischen Methylenblaureduktion und Syndrese einerseits sowie Alkohol- 


oxydation und Nitrifikation andererseits im Holzbrutschrank unter dem Hausdach (----) 
und darin unter 1 mm Messing bezw. ab 28.4. unter 1 mm Messing + 1 mm Kupfer ( ). 


cinige ausgeprigte Gipfel. An denselben Tagen sehen wir die nH-Wertes 
der Nitrifikation besonders tief unter die nHM-Werte absinken, wihrend: 
umgekehrt die gréBte Anniherung beider an den Tagen mit Syniérese-: 
Minimalwerten erfolgt. Die biologische Oxydation des Ammoniaks zumi 
Nitrit scheint also im Gegensatz zu Giirungen und Reduktionen durch! 
T-Strahlung gehemmt zu werden. — 

Mit der nur wenige Stunden dauernden Alkoholoxydation zu Essig-' 
siiure verhalt es sich im Wesentlichen genau so. Auch hier verlaufen: 
die Kurvenpaare nH und nHM gegeneinander meistens umgekehrt wie: 
diejenigen der Methylenblaureduktion. Nur gegen Ende des Monats' 
April sind die Verhiltnisse etwas unklar. Aber hier verhalten sich auch! 
Synirese und Nitrifikation abweichend vom Vorhergehenden. 

Ab 28.4. wurden die Versuche mit stiirkerem Metallschutz fiir nH™M! 
fortgesetzt. Zur 1mm starken Messingschicht kam noch 1mm Kupfer.: 
Diese MaBinahme hatte offenbar zur Folge, daB zwar die Differenzen: 
zwischen den gebildeten Essigsiuremengen in den beiden Kulturen nH’ 
und nHM gréfer wurden, zwischen den Nitritmengen und den Syniirese | 
werten aber anscheinend geringer. Auch die Unterschiede zwischen den: 
Reduktionswerten waren keineswegs deutlicher, sondern eher undeut- 
licher geworden. Vielleicht ist daraus wieder einmal zu entnehmen, 
daB jeder biologische Kinzelvorgang auf einen ganz spezifischen, kleinen 


Beitrag zur Klirung der Ursachenfrage in der Meteorobiologie. 487 


Spektralbereich der Wetterstrahlung ‘anspricht. Die Frage nach den 
genauen physikalischen Eigenschaften dieser jeweiligen Strahlen kann 
pur unter Zuhilfenahme physikalischer Methoden beantwortet werden. 


Massenzuwachs bei Hefe. 


Nun wird es auch verstindlicher, warum der Massenzuwachs (Azo- 
tobacter) vor Hochdruckgebieten gréfer ist als vor Depressionen, nam- 
lich weil dort die H-Strahlung iiberwiegt, wodurch die Zellatmung ge- 
fordert und deshalb mehr Kohlenstoff zum Aufbau anstatt zur Energie- 
gewinnung verwendet werden kann. Denn auch bei nur geringen 
Mengen gebundenen Stickstoffs vor Depressionen ist der Zucker am 
Ende der Versuchszeit verbraucht, und es findet wihrend eines Wetter- 
wechsels vom Tief zum Hoch keine nachtriagliche Stickstoffbindung 
‘mehr statt. Vor dem Tief sinkt der 6konomische Quotient. Also mus 
sich Azotobacter wie etwa die Hefe stoffwechselphysiologisch auch in 
qualitativer Hinsicht unter dem Einflub der T-Strahlung anders ver- 
halten haben, nimlich mehr garend statt atmend. Entsprechende Er- 
gebnisse waren demnach auch mit Hefe bei einem Vergleich zwischen 
~ Holz- und Metallbrutschrank zu erwarten. 

So wurde z.B. in der Zeit vom 20. bis 30.12.1944 die Zahl der bei 
_ tiglicher Erneuerung der Nihrlésung gebildeten He/fezellen ermittelt. Als 

Nihrlisung diente die gleiche, wie sie bei den Girversuchen Verwendung 
fand. Sie wurde erst beimpft und dann nach kraftigem Durchschiitteln zu 
je 10 ccm in Reagenzréhrchen verteilt. Nach 24 Stunden war die Garung 
in jedem Falle beendet, und die Lésungen konnten ohne nennenswerten Ver- 
lust an Hefe vorsichtig abgegossen und durch frische ersetzt werden. 

Die Zellenzahl betrug 

in M 560000000 bzw. 576000000 je cem und 
in nH 208000000 bzw. 208000000 je ccm. 
In der Zeit vom 4. bis 13. 1.1945 wurden gebildet 
in M 464000000 bzw. 448000000 Zellen je ccm, 
in H 400000000 bzw. 368000000 Zellen je ccm und 
4 in nH 368000000 bzw. 288000000 Zellen je ccm. 
In einer 24 Stunden alten Kultur wurden vom 29. zum 30. 1.1945 gebildet 
in nH 136000000 bzw. 112000000 Zellen je ccm und 
in nHM (1mm Messing) 112000000 bzw. 96000000 Zellen je ccm. 

Die Stickstoffbindung und Entwicklung von Azotobacter konnte 
noch nicht an einer groBeren Vergleichsreihe im Holz- und Metallbrut: 
schrank untersucht werden. 


Aspergillus niger. 

Dafiir bot aber Aspergillus niger ein leichter verwendbares Versuchs- 
objekt. Dieser Pilz wurde beziiglich des Mycelgewichts und der Menge 
und Farbtiefe gebildeter Sporen vergleichsweise im Holz- und Metall- 
_ prutschrank untersucht. 


Er wurde in 50 ccm fassenden Erlenmeyerkolben auf je 10 ccm der 
gleichen Nahrlosung geziichtet, die auch fiir die Hefe-Girversuche Ver- 
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wendung gefunden hatte. Die Sporen zur Beimpfung dieser Lésungen ent! 
stammten dem schwarzen Sporenrasen einer dlteren Agarkultur. Nach dre¢ 
bis vier Tagen Bebriitung wurde die Menge der gebildeten Sporen und ihre 
Farbe vermerkt und nach griindlichem Waschen mit Leitungswasser daa 
‘Trockengewicht der Mycelien ermittelt. Die im Holzthermostaten mit Metal: 
abgeschirmten Kulturen HM waren von einem 0,6 mm starken Nickelmantes 
umgeben. € 
Auch bei diesen Versuchen war wieder ein bestimmter Unterschiea 
zwischen den Ergebnissen im Holz- und im Metallbrutscarank vorherri 
schend, nimlich reichlichere Sporenbildung und geringeres Mycel! 
gewicht im Holzbrutschrank, H (25.—28. 7., 11.—15.8., 19.—23.9. 1944 
in Tabelle II). Daf hiiufig nur sehr geringe oder gar keine Unterschiedd 
zwischen den verschiedenen Kulturen zu erkennen waren, ist durchaus 
verstindlich, da ja die Versuchszeit drei bis vier Tage wahrte, in 
welcher bei wechselndem Wetter ein Strahlungseinflu8 durch einer: 
anderen wieder ausgeglichen werden konnte (18. —21. 7. 1944). 


Tabelle II. Aspergillus niger unter dem Einfluf der Wetterstrahlung in veri 
schiedenen Brutschrinken bei Ernéhrung mit organischer Stickstoffquelles 


Versuchszeit Bezeichnung Selirg ee Sporenmenge und -farbe 
18.—21. 7. M 290 320 viel, braun 
1944 HM 290 320 ara 
H 300 300 » » Wenig dunkler 
25.—28. 7. M 220 240 am wenigsten, gelbbraun 
1944 HM 170 170 » Meisten, fast schwarz 
H 220 240 weniger, braun 
11.—15. 8. M 290 300 fast keine 
1944 HM 270 270 || wenig, braun 
H 280 280 in der Mitte viel, schwarz 
16.—20. 8. M 170 200 viel, schwarz 
1944 HM 220 240 weniger, gelbbraun 
H 190 200 viel, dunkelbraun 
19.—23. 9. M 290 290 || ziemlich wenig, hellbraun 
1944 HM 270 270 etwas mehr, etwas dunkler 
H 230 260 viel, olivbraun 
58. 8. M 620 620 || sehr wenig 
1945 nH 620 570 || viel, gelblich 
8.—11. 3. M 650 600 fast keine 
1945 * nH 550 570 || sehr viel, olivgriin 


* 20ccm Nihrlisung in 100cem fassenden Erlenmeyerkolben. 


Die Unterschiede zwischen den Mycelernten im Holzbrutschrank nH 
unmittelbar unter dem Hausdach und im Metallbrutschrank M warer 
zuweilen noch gréSer und die Sporen dann in nH noch zahlreicher und 
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dunkler gefiirbt (8.—11.3. 1945 in Tab. 2). Aber auch zwischen diesen 
Kulturen waren hiiufig keine Unterschiede feststellbar (3.—6. 3. 1945). 


Die Kulturen HM verhielten sich ihrem leichteren Metallschutz ent- 
sprechend gewohnlich nicht so wie die M-Kulturen.. Manchmal (z. B. 
25.28. 7.1944) entwickelten sie sogar am wenigsten Mycel und die 
meisten und am besten ausgefirbten Sporen, wie sie andererseits auch 
eine fast vollstiindige Umkehrung der fiir Danemark in den angezogenen 
Versuchszeiten als typisch geschilderten Verhaltnisse bringen konnten, 
z. B. im viertiigigen Versuch vom 16.—20. 8. Hier lieferte HM die héch- 
sten Mycelernten und M die niedrigsten. 


Uber etwaige fiir bestimmte Entwicklungstypen zutreffende Wetter- 
und Strahlungsverhiltnisse kann vorlaufig noch nichts ausgesagt werden. 
Jedoch sehen wir in den meisten Fallen hinter Metall einen gréferen 
Massenzuwachs und eine stirkere Zellvermehrung, also eine bessere 
Assimilation als hinter Holz, wo anscheinend weiche T-Strahlung all 
zu sehr férdernd auf dissimilatorische Girungsprozesse und hemmend 
auf die mehr Energie liefernde aerobe Atmung einwirkt, wodurch im 
Endeffekt der dkonomische Quotient sinkt. 


Allerdings sind die Versuchsergebnisse scheinbar anders, wenn anstatt 
der Bouillon eine synthetische Nahrlésung mit Nitrat als Stickstoffquelle 
verwendet wurde, die, abgesehen von den in Tabelle 3 erwihnten Ande- 
rungen, folgendermafen zusammengesetzt war und zu je 25 ccm in 100 ccm 
fassenden Erlenmeyerkélbchen zur Anwendung kam: H,O 100; Glykose 3; 
NaNO, 0,3; K,HPO, oder KH,PO, 0,1; MgSO,.7H,0 0,05; FeSO,.7 H,0 
0,005; ZnSO, . 7 H,O° 0,005. Solehe Versuche. wurden spater in Aarhus (Dane- 
mark) mit urspriinglich ganz anderer Zielsetzung durchgefiihrt. 


- Besonders schlecht entwickelte sich der Pilz mit Nitrat in nicht 
sterilisierter Nahrlosung anscheinend zu Beginn einer Hochdruck- 
_wetterlage, wiihrend er gleichzeitig in sterilisierter besser wuchs 
(Tab. 3). Dieser Unterschied war, wie es schien, vor und in einem 
_ Tiefdruckbereich mehr oder weniger ganz. aufgehoben. Vorlaiufig 
“qdchte ich dieses Verhalten so erkliren, da® durch das Erhitzen der 
~gzuckerhaltigen Lésung etwas Nitrat reduziert und fiir den Pilz unmittel- 
bar assimilierbar wird. Die Assimilation des Nitratstickstoffs selbst 
“wiire dann also nur mit Hilfe von T-Strahlung méglich, was durch einen 
Vergleich zwischen Metall- und Holzbrutschrank noch wahrscheinlicher 
wurde. Der Gegensatz zu den oben erwihnten Versuchsergebnissen 
-beziiglich des Massenzuwachses ist also nur ein scheinbarer, insofern 
‘die Nitratreduktion bei H-Strahlung gehemmt erscheint und damit 
natiirlich auch die Gesamtentwicklung des. Pilzes. Tatsichlich haben 
ja die Versuche tiber Methylenblaureduktion gelehrt, daB diese eben- 
“falls durch T-Strahlung gefordert und durch H-Strahlung gehemmt wird. 
“Offenbar gilt diese Abhingigkeit auch fiir andere biologische Reduk- 
_ tionen. Endgiiltige SchluBfolgerungen sollen jedoch aus diesen ersten 
-Tastversuchen noch nicht gezogen werden. 


3 


ey ae 


490 


H. Borte.s: 


Ms | 
q 


Tabelle Ill. Aspergillus niger unter dem EinfluB der Wetterstrahlung bo 
Erndhrung mit Nitrat als Stickstoffquelle. ; 


mg Trockengewicht 


=== 3 ee 
Versuchezeit | Zuerriocung, | Nakrlosuag |, schrank | —elnzeln | _ Mitte 
5.—8.1. ||Glykose 5 nicht erhitzt M Oreo 0 
NaNO, 0,5 | 30’ 45°C 100 100 100 
K,HPO, ; % 
— Zn 
8.—11.1 || wie vorig. | nicht erhitzt /M 100 160 130 
15’ 100°C 160 180 170, 
1114.1. ||K,HPO, nicht erhitat 100 110 | 105 
— Zn 15’100°C 110 — 110?? 
(NH,).SO, M 4 
NaNO,| nicht erhitzt 0 0 0 
15’ 100°C 50-70 60° 
15.—18. 1. || K,HPO, nicht erhitzt M 180 200 190 
15’ 100°C 220 220 220 
nicht erhitzt H 150 .— 150? 
| 15’ 100°C 210 210. 210 
21.24. 1. || KH,PO, nicht erhitzt 80. 50 65. 
| 10’ 100°C H 220 200 210 
K,HPO, | nicht erhitzt 110 100 105- 
10’ 100°C 200 130 165 
24.—27. 1. || KH,PO, nicht erhitzt M 250 250 250 
; 10’ 100°C 230. 240 235 
' nicht erhitzt H 11.0 =290 100 
10’ 100°C 190 160 175 
28.—31. 1. || KH,PO, nicht’ erhitzt M 220 240 230 
| 10’ 100°C 230 240 235 
nicht erhitzt H 220 140 180 
10’ 100°C 200 200 200 
31. 1.—3. 2. | KH,PO, nicht erhitzt M 190 190 190 
10’ 100°C 200 200 200 
nicht erhitzt H 170 120 145 
; 10’ 100° C 160 160 160 
3.—6. 2. || KH,PO, nicht erhitzt M 220 230 225 
10’ 100°C 230. 230 230 
nicht erhitzt H 220 180 200 
10’ 100°C 200 210 205 
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Tabelle III. (Fortsetzung.) 


Versuchszeit || Zussetzg. der Vorbehandlung der| Brut- ____ mg Trockengewicht 
1946 Nahrlosung Nahrlosung schrank einzeln Mittel 
6.—9. 2. || KH,PO, nicht erhitzt M 250 230 240 
10’ 100°C 250 230 240 

nicht erhitzt H 210 210 210 

10’ 100°C 210 200 205 

9.—12. 2. || KH,PO, nicht erhitzt M 200 200 200 

: 10’ 100°C 190 200 195 
nicht erhitzt H 200 110 155 

10’ 100°C 160 160 160 

e215. 2.. || KH,PO, nicht erhitzt M 180 200 190 
aufgekocht — 190 190? 

nicht erhitzt H 150 110 130 

aufgekocht 140 180 160 

15.—18. 2. | KH,PO, nicht erhitzt 60 60 60 
— Zn 10’ 100°C H 250 160 205 

+ Zn | nicht erhitzt 70 120 95 

10’ 100°C 190 190 190 

-20.—23. 2. || KH,PO, nicht erhitzt M 110 190 150 
ae 10’ 100° C ! 220 240 230 
nicht erhitzt H 180 200 190 

10’ 100° C 200 210 205 


Corynebacterium diphtheriae. 


| DaB sich bei einer so tiefgreifenden Wirkung der Wetterstrahlung 
-auf den gesamten Stoffwechsel wesentliche Verinderungen in Gestalt 
und Wirkung der Mikroorganismen ergeben miissen, liegt auf der Hand. 
Fiir den Menschen kann das von unmittelbarer Bedeutung sein, z. B. 
“hinsichtlich der Entstehung und des Verlaufs von Infektionskrankheiten. 
Darum wurden auch einige pathogene Mikroorganismen, in erster Linie 
Diphtheriebakterien™, in den verschiedenen Brutschrinken miteinander 
verglichen. . 
Zur Zeit dieser Untersuchung trat in Jiitland Diphtherie vielfach ende- 
“misch auf, so daB die Beschaffung virulenter Bakterienstimme keine 
Schwierigkeiten bereitete. Ein Tupfer mit dem Rachenabstrich eines frisch 
Erkrankten wurde zunichst auf CLAUBERG Il-Agar (Blut-Blutglycerin-Tellurit- 
Bouillonagar) abgestrichen und dieser 24 Stunden bebriitet. Von einer 
~ einzelnen Diphtheriekolonie wurde dann auf Lorrtersche Serumplatten tiber- 
impft, die 24 Stunden in den Versuchsbrutschrinken blieben, wovon dann 


12 Uber den Einflu8 der Wetterstrahlung auf bakterielle Pflanzenkrank- 
-heiten wird an anderer Stelle berichtet. 


at TD) wa gi 
3 “4 : 
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3 ' auf frische Serumplatten iibertragen wurde usw. Auf einem und dems 
. Deckglas angelegte und nach NEISSER gleichzeitig -gefirbte Ausstriche 


den an einem Tage auf Serum gewachsenen Bakterienrasen dienten dan 
der mikroskopischen Untersuchung, wobei besonders auf das von 
der sogenannten Polkérnchen, daneben aber auch auf andere veranderlich! 
Merkmale wie z.B. die Linge der Bakterien geachtet wurde. + 


Fiir die Kulturen HM wurde zuniichst nach einem ausreichende¢ 
Schutz gegen die im Holzbrutschrank vermuteten wirksamen Anteili 
der T-Strahlung gesucht. Es stellte sich heraus (Abb. 25), daf 1 mu 


F 


oi ° Aluminium + 0,7 mm Eisen nicht geniigte, um den darunter befinc 
i lichen Kulturen ein Strahlenklima zu verschaffen, das dem im Metal! 
% brutschrank herrschenden 4h 
; fe lich war. Das ist ein Bewe? 

PH etic mehr fiir die Inhomogenitat de 


‘T-Strahlung und fiir das Al 
gestimmtsein einzelner bio- 
Polhirnchen t7R logischer Reaktionen auf ver 
schiedene Bestandteile derselber 
Denn die syniretisch wirksamet 
Strahlen z. B. k6nnen anscheinens 
nicht einmal Glas durchdringer 
Also werden wahrscheinlich dil 
Bestandteile der T-Strahlung 


sehr weniy 
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“Gull 1904 welche offenbar die Bildung de 
Abb. 25. Polkérnchenbildung in Corynebacterium Pollkérnchen Tet den Diphtherie 
diphtheriae im Holzbrutschrask (-———), bakterienbeeintrichtigen, hirte 


darin unter 1 mm Aluminium + 0.7 mm Eisen 
(—.—.) und im Metallbrutschrank ( : 


sein als diejenigen, welche dil 
Synirese beschleunigen. Deshal, 
wurden in den folgenden Versuchen die Kulturen HM und nHM unte 
4mm Kisen und H und nH daraufgestellt. Aus der Wirkung diese: 
Anordnung kann entnommen werden, daf die in Frage stehend 
Strahlung von oben und nicht von unten kommt. 


Als erstes Beispiel einer gréBeren Versuchsreihe sei diejenige von 
10.—25.9. 1944 in Abb. 26 aufgefiihrt und Abb. 27 der polkérnchen 
haltigen Zellen H vom 18.—19. (a) sowie der polkérnchenarmen H? 
vom 18.—19. (b) und der polkérnchenfreien und zerfallenen H von 
20.—21. (c) beigefiigt. 


Aus dieser Darstellung geht hervor, da®& sich die Bakterien vo’ 
typischen polkérnchenhaltigen zu atypischen polkérnchenfreien un: 
wieder zu typischen Formen usw. entwickeln kénnen. Ferner ist z’ 
erwihnen, da lingere und sehr lange Zellen meistens dort angetroffe; 
wurden, wo weniger oder keine Polkérnchen gebildet worden waren 
es sei denn, daf die langen Zellen schlieBlich zerfielen, zu Kurzstibche: 
degenerierten, wie es am Ende dieser Reihe im Holzbrutscliraule de 
Fall war. Bisher konnte die Riickentwicklung einer offenbar so wei 
abgewandelten Form zur typischen Diphtherie nicht beobachtet werder 
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_ Aus dem Wetterverlauf wihrend der Versuchszeit wird geschlossen, 
aB die Bildung der charakteristischen Polkérnchen (Volutin) in den 
ellen der Diphtheriebakterien von der Wetterstrahlung in den beiden 
Thermostaten bzw. unter dem Eisen im Holzbrutschrank folgender- 


Wetterverlouf 


Weng 


tthe Ve We Le Ee AR TE EE GE 
September 1944 


Abb. 26. Polkérnchenbildung in Corynebacterium diphtheriae im Holz- 
brutschrank (~———), darin unter 4 mm Eisen (—.—.) und im Metall- 
brutschrank (———_). 


maBen abhingig war: Die typischen Stébchen mit groBen Polkérnchen 
entwickelten sich besonders zahlreich vor einem Hoch im Holzbrut- 
sehrank, vor einem Tief im Metallbrutschrank oder im Holzbrutschrank 
‘unter der Eisenplatte. Bei mittleren Wetterlagen und in einigen anderen 


a 


Abb, 27. Polkérnchenbildung in Corynebacterium diphtheriae, Erlauterung im Text. 


besonders gelagerten Fiillen verhielten sich die drei Kulturen mehr 
‘oder weniger gleich, teils mit mehr, teils mit weniger Polkérnchen. 
Nach der gegebenen Theorie bedeutet das offenbar, da die Ent- 
stehung der Polkérnchen durch bestimmte, relativ harte Teile der 
weichen T-Strahlung gehemmt wird, die bei ihrer geringen Durch- 
-dringungsfihigkeit wohl in den Holzbrutschrank, nicht aber unter die 
Fisenplatte oder gar in den Metallbrutschrank gelangen konnten. Hier 
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vermochten nur noch hirtere Strahlen die wirksameren weicheren her 
vorzurufen. 

Die Langzelligkeit der unter dem Einflu8B von T-Strahlung stehendes 
Bakterien wurde bei den verschiedensten Objekten immer wieder be 
obachtet und weiter oben bei Spirillum volutans ausfiihrlich beschrieber: 
Dieses Spirillum schien auch beziiglich der Volutinbildung in ahnliche: 
Weise von der Wetterstrahlung abhiingig zu sein wie die Diphtheria 
bakterien. Sicher trifft das auch fiir die Volutinbildung in Hefezelles 
vor der Kopulation zu (4). Somit ist die Bildung des Volutins waha 
scheinlich in besonderem Mage von den Oxydationsleistungen der Zelll 
abhingig und steht vermutlich auch in engerer Beziehung zur geschlechnh 
lichen Fortpflanzung. 

Noch deutlicher als im Holzbrutschrank H tritt die hemmende Wii 
kung der T-Strahlung auf die Polkérnchenbildung im Thermostaten nh 
zutage. Das geht wohl am eindeutigsten hervor aus dem ungefahl 
gegensitzlichen Verlauf der beiden Kurven M und nH in Abb. 28, in de 
die auf CLlauserc-Agar gewonnenen Ergebnisse nicht zu werten sinc 
weil hier die Polkérnchen niemals deutlich gebildet werden. Die beider 
anderen Kurven H und nHM verlaufen ungefiihr auf halber Hohe dé: 
zwischen, teils mehr der Kurve M, teils mehr der Kurve nH genahert 
Der Gegensatz zwischen nH und M ist, wenn er auftritt, gew6hnlich ss 
deutlich, daf sich daraufhin fiir die niichsten 24Stunden die ent 
sprechende Wetterprognose stellen liBt. 

Im iibrigen scheint auch aus diesen Kurven wieder hervorzugeher 
daf die Strahlung vor einer Depression allmahlich hirter wird. Dent 
als erste faillt immer die Kurve nH ab, dann nHM und H und schlief 
lich, wenn nH schon wieder einem Gipfel zustrebt, auch M. Sehr schéé 
ist das auch an der Versuchsreihe der Abb. 29 zu sehen, Diese sollt: 
jedoch in erster Linie der Kliirung der Virulenzfrage dienen. Dent 
selbstverstindlich muBte auch untersucht werden, wie weit etwa dil 
morphologischen Verinderungen in den Bakterien mit solchen der Virv 
lenz verkniipft waren. 

Zu diesem Zwecke wurden drei bis vier Normalésen voll von den Bakterie: 
in 2cem physiologischer Kochsalzlésung aufgeschwemmt und davon zw@ 
weiblichen Meerschweinchen je 0,2 ccm intracutan am Bauch injiziert. Di 
so beimpften Tiere blieben in einem Holzkiifig im Laboratorium. 

Von den beiden mit M vom 20. 11. (Abb. 28) beimpften Tieren wa 
das eine nach etwa 20 Stunden, das andere nach etwa 30 Stunden ver 
endet. Die beiden mit nH beimpften dagegen erkrankten erst am 22 
(keine Freflust, fliegender Atem). Am 23. morgens waren auch dies 
tot. Der Sektionsbefund war typisch fiir eine Diphtherieintoxikation 
Geschwollene und gerétete Nebennieren und reichlich blutig serése 
Exudat in Bauch- und Brusthéhle. An der Einstichstelle war bei einer 
der Tiere ziemlich deutlich, bei den anderen kaum das sogenannt. 
Kokardenphinomen erkennbar: Gelblich weifge Verfiirbung unmittelba 
am Einstich, umgeben zunichst von schwarzer, nekrotischer und aufe' 
von geréteter Zone. 
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—. Demnach wirkten beide Kulturen, M sowohl als auch nH, totlich. Aller- 
dings trat der Tod bei den nH-Tieren erst ungefiihr zwei Tage spiter ein, 

© mit deutlicher Verzdgerung. Man wird folglich annehmen miissen, daf 
ie Virulenz dieser Bakterien wenigstens kurz nach der Injektion geringer 
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Abb. 28. Polkérnchenbildung in Corynebacterium diphtheriae im Holzbrutschrank unter 
dem Hausdach (----), darin unter 4 mm Eisen (—.—.), im Holzbrutschrank im 
1. Stock desselben Hauses (——-——) und dort im Metallbrutschrank ( ). 
% Tierversuch. ‘ 


war als diejenige der M-Bakterien. Méglicherweise sind die nH-Bakterien 
n Tierkérper am 21. noch nicht vernichtet gewesen und dann bei der 
4irteren Strahlung polkérnchenhaltig und virulent geworden genau so, wié 
vir am 21. auch eine Umkehr der Verhiltnisse in den Plattenkulturen fest- 
ellen kénnen, zuriickzufiihren auf einen schroffen Ubergang von T- zu H- 
rahlung. Bei gleichzeitiger Verimpfung filtrierter oder abgetéteter Kulturen 
tte es sich zeigen miissen, ob etwa die schneller wirksame mehr Toxin 
thielt als die andere. — 
Ab 22. hatten wir den umgekehrten Wetterverlauf, und die Strahlung 
rde offensichtlich wieder weicher. Dem entspricht auch der Impferfolg 
m 21. Nur eins der mit nH beimpften Tiere verendete sehr schnell nach 
Stunden, und zwar wie der Sektionsbefund zeigte, an Diphtherie. Das 
dere nH-Tier machte nur am 23. morgens einen etwas apathischen Ein- 
uck, erholte sich dann aber wieder. Die beiden mit der M-Kultur be- 
pften Tiere verrieten tiberhaupt keine Beeintriichtigung ihrer Gesundheit, 
n man von dem am 26. bei Abbruch des Versuchs bei allen drei iiber- 
benden Tieren um den Einstich herum festgestellten breiten nekrotischen 
‘Hof absieht. 
~ Unter Einwirkung der allmihlich weicher werdenden Strahlung war 
so die Virulenz der von vornherein schon polkérnchenfreien Bak- 
rien bis auf die belanglose Nekrose ausgeschaltet und bei den anfangs 
polkérnchenhaltigen fiir das eine Tier noch zur tédlichen Wirkung, fiir 
das andere aber nur 2u einer voriibergehenden leichteren Erkrankung 
ausreichend. 
Weitere Impfversuche der obigen Art wurden am 2. und 4. 12. aus- 
fiihrt (Abb. 29). Von den am 2. geimpften Meerschweinchen waren 
n 8. noch alle sechs (je zwei M, nH und nHM) gesund und zeigten 
nicht einmal ein Symptom an der Injektionsstelle. Aber von den am 
-geimpften waren gegen alle Erwartung die beiden nH-Tiere am 
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6. unter den typischen Erscheinungen verendet, wehirend die beide: 
M-Tiere iiberlebten und nur Nekrose und Rétung an der Impistel| 
zeigten, Auf den ersten Blick erscheint das nach dem oben Gesagter 
aay efiCindiioh, Denn die M-Bakterien und nicht die nH- Bakterien ent 
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Abb. 29. Polkérnchenbildung in Coryne- 
bacterium diphtheriae im  Holzbrutschrank 
unter dem Hausdach (----), darin unter 
4 mm Eisen (—.—.), im Holzbrutschrank 
im 1. Stock desselben Hauses (————) 


und dort im Metallbrutschrank (———-). 
% Tierversuch. , 


hielten reichlich Polkérnchen. B3 
riicksichtigt man aber den Wet HY 
verlauf, so lifBt sich unter Vor 
behalt eine Erklirung fiir diese 
Versuchsergebnis konstruieren, 

Am 2. sind die Tiere auf ah 
fallender Wetterkurve mit nack 
folgend anhaltendem Tief geimpy 
worden, so dais selbst die por 
kérnchenhaltigen Bakterien M, dd 
schiitzenden Brutschrankinetalls ‘b 


-raubt, im Tierkérper keine nennent 


werten Toxinmengen mehr bildete¢ 
Hinzu kommt viehlaieht noch, - dei 
die Tiere infolge des -vorau 
gangenen Hochs besonders abweht 
bereit waren [4]. £ 
Das Gleiche gilt zunaichst noo 
fiir dié Impfungen am 4. Aber vot 
5. zum 6. findert sich das Bild, df 
Strahlung wurde wieder harter, “des 


Tief folgte anscheinend ein unbé 
stindiges Zwischenhoch. Jetzt diirften die Tiere durch die Tiefdruel 
einwirkung in ihrer allgemeinen Resistenz wieder geniigend geschwiic 
sein und die in ihnen noch nicht unschidlich gemachten Bakterid 
Toxin gebildet und sich starker vermehrt haben, wobei aber in dd 
mit polkérnchenhaltigen Bakterien M geimpften Tieren die Toxine vo 
bereits vorhandenen Antitoxinen abgebunden wurden. Denn wahrscheinli¢ 
wurde diesen Meerschweinchen mit den Bakterien eine noch nicht tédlick 
Dosis Toxin verabfolgt, welehe die Bildung von Antitoxinen anregte, ws 
in den mit polkérnchenfreien Bakterien geimpften Tieren wahrscheinlic 
nicht in dem Mabe geschehen konnte. Demnach hitte die Impfung mit de 
M-Bakterien ebenso gewirkt wie eine Schutzimpfung mit subletaler Dos 
Diphtherietoxin. Diese SchluBfolgerungen werden auch durch folgenden Ve 
such gestiitzt: 

Am 21.5. (Abb. 80), als die Differenz im Polkérnchengehalt de 
Bakterien groB genug war, wurden von jeder Kultur zehn weiblicl 
Meerschweinchen in der oben geschilderten Weise geimpft. Von dies¢ 
wurden dann jeweils fiinf Tiere im mit Eternitziegeln abgedeckte 
Stallgebéiude unter einer 4mm dicken Eisenplatte gehalten, die anderé 
fiinf im gleichen Gebiude ohne besondere Bedeckung. 


Vor dem Impftag war das Wetter lingere Zeit meistens schén, ant 
zyklonal.- Am 21. wurde es windig, und der Himmel bedeckte sich 1 
Cirren. Am 22. setzte Landregen ein, der am 23. in heftigen Schauerreg: 
iiberging. Am 24. wurde es aaah wieder sonnig, blieb aber weiterhin unb 
stiindig mit Depressionen, am 26. und 29. . 
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Diesem Wetterverlauf entspricht auch zunichst einmal die nahezu pol- 
érnchenfreie Entwicklung der Bakterien in nH am 21. unter dem Einfluf 
erstirkter T-Strahlung sowie der Erfolg der Impfung in den vier ver- 
chiedenen Tiergruppen: Am 22. waren noch alle 20 Meerschweinchen an- 


Ungefihrer Weterverlauf 


Polkornchen 


viel 
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Mal 1945 
Abb. 30. Polkérnchenbildung in Corynebacterium diphtheriae im Holzbrutschrank unter dem 


Hausdach (----) und “im Metallbrutschrank im 1. Stock desselben Hauses ( ys 
% Tierversuch. 


scheinend ganz gesund. Am 23. aber verendete schon morgens eines der 
M-Tiere unter Eisen und am Nachmittag am selben Ort zwei von den ni- 
Tieren, von denen zwei weitere deutlich krank waren. Auch von den nH- 
Tieren ohne Eisenbedeckung fielen zwei durch fliegenden Atem und Freb- 
nlust als krank auf. An diesem Tage zog das Tief ab, durch welches die 
Versuchstiere in ihrer Abwehrkraft geschwicht wurden. Die in ihnen noch 
lebenden Bakterien waren schon wieder sehr virulent, so da ihnen einige 
Tiere bereits erlagen, bezeichnenderweise vor allem mit polkérnchenfreien 
Bakterien geimpfte, die nach der oben gegebenen Theorie nicht geniigend - 
Antitoxin bilden konnten. Diese Impfgruppe hatte am folgenden Tage 
weitere Ausfille. Leicht krank.erschienen am Vormittag zwei M-Tiere, schwer 
krank zwei nH-Tiere und ein nH-Tier unter Eisen. Ein anderes dieser 
letzteren Gruppe schien nahe am Verenden zu sein. Beide nH-Tiere unter 
Eisen waren am Nachmittag tot, desgleichen ein nH-Tier ohne Eisen. Am 25, 
gab es bei dem depressiven Wettercharakter keine Verluste. Zwei M-Tiere 
und ein nH-Tier unter Eisen waren noch leicht, zwei nH-Tiere etwas deut- 
licher krank. Dagegen gab es am 26, abermals zwei Tote und zwar vor- 
mittags ein nH-Tier und abends das letzte nH-Tier unter Eisen. Die tibrigen 
‘schienen dann alle bis auf die zwei noch immer kriinkelnden M-Tiere die 
Krankheit iiberwunden zu haben. Ab 28. war nur noch ein M-Tier krank, das 
erst am 1.6. morgens starb. 

Dieses Tier zeigte ebenso wie die anderen verendeten kaum eine Haut- 
yeaktion an der Injektionsstelle, wihrend die gesundeten um so stirker 
Nekrose und Rétung aufwiesen, je schneller sie die Infektion iiberwanden. 
Es eriibrigt sich zu betonen, daf der Sektionsbefund bei allen toten Tieren 
einwandfrei Diphtherie als Todesursache ergab. 

Somit sind auch bei diesem Versuch, bei dem die Impfung wieder 
auf abfallender Wetterkurve erfolgte, abermals vor allem die mit pol- 
kérnchenfreien Bakterien geimpften Tiere der Infektion erlegen, naém- 
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lich 100° nH unter Eisen und 40° nH gegeniiber je 20°%o M und M 
unter Eisen. Warum die Kisenplatte die Mortalitét noch erhdht hatte, 
ist nicht ohne weiteres ersichtlich. Es ist aber méglich, da durch Abs 
schirmung von T-Strahlung die Toxinbildung begiinstigt wurde. 5 
Umfangreichere Tierversuche unter Beriicksichtigung des Toxini 
gehalts der Bakterienkulturen und des Einflusses der Wetterstrahlung: 
auf die geimpften Tiere wiirden dieses Problem wahrscheinlich noch 
mehr kliren. Jedenfalls steht schon jetzt fest, daB die Erreger dieser 
Krankheit auf Anderungen der Wetterstrahlung sehr empfindlich rea 
gieren® und auch Diphtherieepidemien beim Menschen einen von dieser 
Strahlung stark abhiingigen Verlauf nehmen |3], die ebenso als Ursache 
fiir die saisongebundenen Schwankungen in der ‘zur aktiven Immunii 
sierung notwendigen Impfstoffmenge {27] in Frage kommen diirfte. 
DaB hier ebenso wie bei den anderen erwihnten Versuchen miti 
Kleinlebewesen noch so vieles problematisch bleiben mub und die ge 
wonnenen Ergebnisse teilweise an Klarheit zu wiinschen tibrig lassen. 
wihrend die Synireseversuche viel beweiskriftiger sind, ist nicht 
weiter erstaunlich. Denn in diesem letzteren Falle handelt es sich um 
einen verhiltnismabig einfachen, weil toten, physikalisch-chemischem 
Detektor.. Ein lebender Organismus, auch wenn es sich nur um einen 
Kinzeller handelt, ist doch immer ein wesentlich komplizierteree 
Objekt. | 


- SchluBbetrachtungen. 


Eine mehr meteorologische Frage, die sich im AnschiuB an die Ver1 
.suche aufdringt, ist die, ob nur das Wetter die Strahlung beeinfiuBs 
(Massenwirkung der Atmosphiire), oder auch umgekehrt das Wette» 
von der Strahlung beeinfluBt wird. B. und T. Duxz sehen diese letztere 
Beziehung als tatsichlich bestehend an, und Koppe [23, 24] ist kiirzlieb 
der exakte Nachweis gelungen, daf der Luftdruck kalendermifig ge: 
bundenen rhythmischen Schwingungen unterliegt, die sich im Gleich! 
lauf mit der an der Zahl der Sonnenflecken gemessenen Sonnenaktivi| 
tit befinden, also mit solarer Strahlung. Die Sonnenaktivitit wird ihrer? 
seits durch die Umliiufe der Planeten gesteuert. Auch wenn man did 
hier und friiher veréffentlichten Versuche mit Mikroorganismen darauf: 
hin durchsieht, bekommt man den Eindruck, daB® die Strahlung da» 
Ubergeordnete ist, welches sowohl das Wetter als auch die Lebens‘ 
vorgiinge steuert. Sehr eindrucksvdll in dieser Beziehung. sind z.B. div 
schon friiher mitgeteilten Beobachtungen itiber die Schwiirmfreudigkei| 
der Bakterien und folgende Anderungen in der Bewélkung [4] sowie 
von den hier beschriebenen Versuchen z. B. diejenigen, die sich mit der 
Anderungen in der Zelliinge von Spirillwn volutans befassen, und aucl 


's Ende 1945 in Aarhus (Diinemark) ausgefiihrte Diphtherie-Versuch! 
ergaben, dafi zwar zwei verschiedene Stiimme beziiglich ihrer Fihigkeit zn! 
Polkérnehenbildung an sich stark voneinander abweichen kénnen, da® abe 
ihr Verhalten gegeniiber dem Wetterverlauf dennoch grundsiitzlich da: 
gleiche ist, wie es im Vorstehenden geschildert wurde. _ 
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ie starke Beschleunigung der Syniirese, die auf plétzliches Hinsetzen 
erstirkter Strahlung vor ausgepriégten Wetterstiirzen schlieBen labt. 
ieses allgemein feststellbare Vorauseilen der biologischen und son- 
tigen Reaktionen vor den meteorologischen spricht ohne Zweitel fiir 
ie tibergeordnete Rolle der Strahlung als gemeinsame Ursache ftir 
eile, wenn nicht ein noch anderer Vorgang sowohl die Strahlung und 
iamit die biologischen Vorginge als auch das Wetter steuert. Mit 
elehen Annahmen lift sich auch die von pe Rupper [30, 31, 32| bereits 
vervorgehobene Tatsache, dab die biologischen Reaktionen nicht so 
éhr an bestimmte Wetterlagen gebunden sind als vielmehr an die 
Fetterdynamik, sehr gut erklaren. 

Andererseits ist es durchaus wahrscheinlich, da schon beginnende 
imschichtungen in der oberen Atmosphire, die auf der Erdoberflache 
och nicht registriert werden, Intensitat und Zusammensetzung der 
Wetterstrahlung beeinflussen. Denn dab die Intensitét und Zusammen- 
setzung der Ultrastrahlung und ihrer Folgestrahlen durch die Uber- 
schichtungen und Durchmischungen in der Atmosphiire bereits vor den 
Zyklonen und Antizyklonen am Erdboden mefbar verindert wird, steht 
fest'4, So ist auch eine etwaige Beeinflussung der Wetterstrahlung, die 
mit Teilen dieser eben genannten Strahlung identisch sein diirfte, durch 
Beschaffenheitsinderungen in den elektrischen Beschleunigungsfeldern 
der Ionosphire und der Gewitterwolken sowie durch Temperatur- und 
Feuchtigkeitsschichtungen in der Troposphiire, durch Hohenschwan- 
kungen der die Mesotronen erzeugenden Schicht, durch die mittlere 
Temperatur der darunter liegenden Luftmasse usw. usw. sehr wohl in 
Erwiigung zu ziehen”. SchlieBlich und endlich ist es manchmal tiber- | 
haupt sehr schwer oder noch unméglich, Ursache und Wirkung in 
atmosphiirischen Vorgangen zu unterscheiden. Nach Scumauss [33] ist 
z.B. von dem in Hohen ‘iber 12 km nachweisbaren, durch kosmische 
Strahlung entstehenden Ozon in polaren Gegenden mehr vorhanden als 
in Aquatorialen, aber auch im riickwiirtigen Gebiet eines Tiefs mehr als 
VOT einem Tief. Man kann nun fragen: Ist hier der hohere Ozongehalt, 
also vielleicht auch eine stirkere Strahlung Ursache oder Wirkung des 
“Tiefs, das in der Hohe polare Luftmassen heranfiihrt? ‘ 

Aus sehr vielen der vorstehenden Versuchsergebnisse mute die 
SchluBfolgerung gezogen werden, dag die Strahlung durchschnittlich 
‘vor einem Tief zunadchst relativ weich ist und dann allmihlich harter 
wird. Dieser Umstand spricht ebenfalls sehr fiir eine Massenwirkung 

der Atmosphire auf die Wetterstrahlung, deren energiereiche Teile im 
-massendichteren Hoch stiirker abgebremst und mehr in weiche Strahlen 
‘umgewandelt werden als in Gebieten niedrigen Luftdrucks. Damit 
iBt sich auch die Beobachtung erkliren, da manchmal vor Depres- 
gionen, vielleicht wenn diese sehr schnell ziehen, nicht nur die weiche 


14 Laut brieflicher Mitteilung von Herrn Dr. Jurrs aug dem Institut fiir 


theoretische Physik der Universitat Berlin. ‘ 
15 Nach brieflicher Mitteilung von Herrn Dr. Divtt aus dem geophysi- 


 kalischen Institut der Universitit Frankfurt a. M. 
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zunehmen scheint. 

Alles in allem genommen wird wohl die Auffassung, daB die Str. 
lung und die sonstigen Beschaffenheiten in der Atmosphare vielfael 
und wechselseitig zueinander in Beziehung treten, der Wirklichkeit an 
nichsten kommen. “ 

Duxts Statistiken tiber biologische Ereignisse, etwa tiber die Z 
der Todesfille, verlaufen im Gleichklang mit den Eruptionen auf dex 
Sonne. Die mickaanie Strahlung wird also wenigstens teilweise auf der 
Sonne ihren Ursprung haben. Dafiir spricht auch so manche and 
Tatsache wie z. B. der tigliche Gang des Luftdrucks, der reid | 
und, wie Finpeisen zeigen konnte, der Syniirese. Als mikrobiologische 
Beispiele wiren zu nennen Pseudoperonospora humuli, die ihre Ko 
nidien in 24-stiindigen Perioden bildet [42], sowie die oft zu beob: 
achtende Intensivierung der Bakterienschwairmtadtigkeit in den spater 
Nachmittagsstunden, der dann gewohnlich auch eine Abnahme der Be: 
wolkung folgt [4]. AuBer diesen tiglichen Perioden gibt es aber noel 
groBere. Eine fiinf- bis siebentiigige Periode spielt nach Scumauss und 
Fionn [18] in der Meteorologie insofern eine grofe Rolle, als die 
mittlere Dauer einer GroBwetterlage fiinf bis sieben Tage betragts 
FLoun [18] macht ferner auf eine deutliche Periodizitat in der jahrlicher 
Verteilung der sogenannten Wettersingularitaéten, vor allem der cha4 
rakteristischen Hochdruckwetterlagen aufmerksam. Sie sind spiegel- 
bildlich zu den Sonnenwenden als Spiegelpunkte angeordnet, wodureli 
sich wieder der Einflu8 der Sonne zu erkennen gibt. Die Wiirmestrah- 
lung kommt hier nicht als Ursache in Frage. Der Periodizitit liegt 
vielmehr eine Schwingung in der Stratosphiire zu Grunde, die ihrerseits 
wieder nach Dirt und nach Koppre von solarer Strahlung hervorgerufen 
wird. 

Auch die eigenen Ermittlungen tiber die Syniirese des Agars deuten 
auf eine gewisse Periodizitét in den Maxima der Alterungsbeschleuni- 
gung hin. Bei den Berliner Versuchen ist das allerdings nur sehr un- 
deutlich. Aber bei den in Kirowograd unter freiem Himmel ermittelten 
Synirese-Werten wiederholen sich die deutlichen Maxima abwechselnd 
nach etwa neun und fiinf Tagen, niimlich um Vollmond, Neumond und 
fiinf Tage danach'*. Vorliufig sind jedoch die Versuchsreihen fiir 
irgendwelche SchluBfolgerungen noch zu kurz, und selbst in dieser 
kurzen Zeit sind schon einige Unterbrechungen in den fiinf- und neun- 
tagigen Perioden zu verzeichnen. Immerhin ist die Regelmifigkeit in 
der Wiederkehr der Maxima und Minima der Kirowograder Synirese- 
Kurven auffallend und verdient weitere Beachtung. 

Nach allem lit sich auf Grund der hier mitgeteilten Untersuchungs- 
ergebnisse im Verein mit denjenigen von Dit, FLonn, FrnpeIsEN und 
Kopre bereits ein vorliufiges Bild von den Zusammenhiingen zwischen 


‘© Neue Versuche in Braunschweig ergaben keine Beziehung zum Mond- 
phasenwechsel. } 


T-Strahlung, sondern auch die harte H-Strahlung an Intensitat | 


— 
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strahlung, Wetter und biologischen Vorgangen zeichnen: Die von der 
onne oder aus dem Weltraum kommende primire Strahlung wird be- 
eits in der lonosphiére zum gréferen Teil in Folgestrahlung umge- 
vandelt, wobei auch die periodischen Schwingungen in der Strato- 
phire entstehen diirften: Diese pflanzen sich in die Troposphare fort 
nd bestimmen so das Grofwetter. Daneben wird aber das Wetter (z. B. 
urzfristige Bewélkungszu- und -abnahme) auch noch durch verschie- 
ene Folgestrahlen beeinfluBt werden. Andererseits erfahrt die Strah- 
ung wieder verschiedene Veriinderungen durch die Schichtungen und 
onstigen Verhiiltnisse in der Atmosphire. SchlieBlich gelangen nur 
och wenige der sehr harten Primirstrahlen und mehr weiche und sehr 
yeiche Folgestrahlen in die Biosphire, wo sie die geschilderten Reak- 
ionen ausliésen, vermutlich auf quantenbiologischem Wege, d.h. iiber 
iikrophysikalische Prozesse, die durch Treffer einzelner Strahlen- 
quanten induziert werden [20]. Es entspricht also der hieraus abzu- 
eitenden Erwartung, da nicht alle Individuen einer Population auf 
eine bestimmte Wetterstrahlung zur gleichen Zeit in gleicher Weise 
reagieren. 

DaB manche biologische Reaktionen, z.B. Polkérnchenbildung der 
Diphtheriebakterien, im Metallbrutschrank gegentiber der gleichen Reak- 
tion im Holzbrutschrank bei kommendem Hoch gehemmt oder gar nicht 
und bei kommendem Tief intensiver ablaufen, steht nur scheinbar 
im Gegensatz zu friiheren Feststellungen im Metallbrutschrank. Denn 
pei starken Antizyklonen, wenn die Strahlung hart genug ist, verlaufen 
derartige Reaktionen im Metallbrutschrank genau so intensiv wie im 
Holzbrutschrank. In diesem tritt also die gleiche Reaktion nur ent- 
weder friiher ein als im Metallbrutschrank, namlich vor einem Tief, und 
zwar dann, wenn die Strahlung noch ganz weich ist, so daB sie im Metall- 
brutschrank noch nicht zur Wirkung kommen kann, oder deutlicher 
yor einem Hoch, wenn dieses, wie es scheint, nur schwach ist und jeden 
falls die Strahlung nicht so hart, da die kupfernen Winde des Metall- 
prutschrankes ohne Bildung hemmender weicher Strahlen durchschlagen 
wiirden. 

In gewisser Hinsicht verhalten sich deshalb die verschiedenen be- 
Jebten und unbelebten Detektoren im Holzbrutschrank abnlich wie im 
schweren Panzer, in welchem als Folge von Treffern durch sehr ener- 
giereiche Teilchen etwa so viel weiche Strahlung zur Wirkung kommt 
wie im Holzbrutschrank unter dem Hausdach mehr unmittelbar. So 
waren z.B. im Brutschrank nH wie im schweren Panzer die Bakterien 
meistens linger, die Synéresewerte gréBer und die Volutinbildung ge- 

ringer als im gewohnlichen Metallbrutschrank. Dieser wird also im 
Punkte Wetterstrahlung den natiirlichen Verhiltnissen am wenigsten 


gerecht. 

Warum die weichen Anteile der Wetterstrahlung an zyklonales und 
die hirteren an antizyklonales Wetter gebunden zu sein scheinen, ist 
vorliufig noch nicht ganz klar zu sehen. Immerhin tibt das Hoch, wie 


ea 


_die vitalen Prozesse teils hemmend, teils férdernd wirken, vielleiel!! 


faciens, Volutinbildung, Zoosporenbildung von Phytophthora infestan 
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schon gesagt, vermége seiner dichteren Masse eine starkere Brem: 
wirkung auf die Strahlung aus, so da® auf der Riickseite desselben vc 
dem Tief mehr weiche und weichste Strahlen zu uns gelangen als” P 
diesem und am Fue eines kommenden Hochs. Ob dieses der einzig: 
und tatsiichliche Grund ist fiir die Zuordnung iiberwiegend weiche 
Strahlung zum kommenden Tief und tiberwiegend harter zum kommer 
den Hoch, ist fraglich, wenn nicht sogar unwahrscheinlich. Denn ¢ 
diesem Falle wiirde auch entgegen allen Feststellungen am vordere 
Hang und auf dem Riicken eines bestiindigen, lange anhaitenden Hoel 
intensive weiche Strahlung verzeichnet werden. Man wird also, went 
man obige Frage bejahen will, wenigstens die zusdtzliche Annahin 
machen miissen, daB bei einer wie eben erwiihnten Wetterlage die ge 
samte Wetterstrahlung besonders schwach ist und erst unmittelbar yo 
und mit dem Abbau des Hochs wieder stirker einsetzt. Hierfiir liege 
jedoch noch keine ausreichenden Beweise vor, obschon eine solehi 
Annahme mit anderen Untersuchungsergebnissen des Verfassers uni 
Duis sehr gut tibereinstimmt [3, 8. 322]. 7 

Wenn somit auch keine endgiiltize und volle Klarheit in den ange 
schnittenen Fragen erreicht werden konnte, so zeigen doch die Ve 
suchsergebnisse wieder einmal, wie eng die biologischen und meteore 
logischen Geschehnisse mit den kosmischen verkniipft sind. Der meteore 
biologische Gleichklang, dessen eigentliche Ursache, ihrem bisherige 
geheimnisvollen Dunkel zwar nicht véllig entriickt, sich als kos 
mische (z. T. wahrscheinlich solare) Strahlung deuten lift, win 
letztlich nur eine uns bislang unbekannt gebliebene Form der ene? 
getischen Abhingigkeit terrestrischen Geschehens von der Sonne odd 
dem gesamten Kosmos. In dem hier in Betracht kommenden Teil de 
gewaltigen Energiestromes, der sich dauernd auf die Erde ergieBt, sini 
neben biologisch unwirksamen Strahlen auch solche enthalten, die av 


sogar fiir einige unentbehrlich sind. Darum ist wohl die Forderung bo 
rechtigt, da man kiinftig keine biologischen Versuche mehr ohne g¢ 
biihrende Beriicksichtigung der Wetterstrahlung durchfiihren  solltd 
Biologisch bedeutungsvoll scheint auch der stiindige Wechse 
zwischen H- und 'T-Strahlung und zwischen den Bestandteilen diese 
beiden grofen Gruppen der Wetterstrahlung zu sein. Denn aus dev 
bisher vorliegenden Versuchsergebnissen liBt sich unter Vorbeha 
schlieBen, dafs die H-Strahlung biologische Oxydationsprozesse, dil 
aerobe Atmung und alles, was damit eng zusammenhiingt, wie z. B. dil 
sexuelle Fortpflanzung 7, fordert oder nicht hemmt (Leuchtkraft v 
Vibrio Dunbar, Nitrifikation, »sternbildung’s von Pseudomonas tuime 


7 A ich die sexuelle Potenz des Menschen ist vor Hochdruckgebietes 
gesteigert. Das kann unter anderem schon aus den. Geburtenhiiufungen i 
gewissen Monaten und den 9 Monate davor regelmiBig auftretenden Hock 
druckgebieten abgeleitet werden, z.B. das Mai-Hoch. und die Geburtev 
hiiufung im Februar. 
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usw.), die T-Strahlung dagegen Reduktionsprozesse, Aggregationen, 
Synthesen und ihre unmittelbaren Folgen wie z. B. das Wachstum 
‘férdert oder nicht hemmt (Langzelligkeit der Bakterien, Synarese, 
Girungen, Methylenblaureduktion usw.). Das deckt sich tibrigens sehr 
gut mit den Feststellungen EucsTErs und seiner Mitarbeiter (13, 14, 15] 
iiber die biologische Wirkung der kosmischen Strahlung. Er fand, daf 
bei reger Schauerbildung hinter 18 mm Blei (der T-Strahlung vergleich- 
par) z. B. die Sporenkeimung und Entwicklung von Bakterien gehemmt 
werden und bei Kaninchen nach liingerer Zeit sogar Sterilitiét eintritt, 
wiihrend umgekehrt das reine Wachstum von Miusecarcinom stimuliert 
wird. Die ,,endogene Tagesrhythmik der Pflanzen [6] hat ihren Motor 
vielleicht auch in der Wetterstrahlung, die durchschnittlich am Tage 
mehr die Synthesen fordernde T-Strahlen, nachts mehr die aerobe At- 
mung fordernde H-Strahlen enthilt. Die Gesamtentwicklung eines Orga- 
nismus, wie sie z.B. in den von ‘Azotobacter gebundenen Stickstoff- 
mengen zum Ausdruck kommt, mu8 demnach durch eine Strahlungs- 
mischung oder -folge gefordert werden, die auf beide Gruppen gegen- 
-sitzlicher Lebensreaktionen giinstig einwirkt, und zwar je nach Art des 
Individuums manchmal mehr auf die eine und manchmal mehr auf die 
‘andere. Stiirkste Bakterienvermehrung und gréBte Hafer-Keimprozente 
- fanden EvesTER und Hauptmann [15] bei schwachster Gesamtstrahlung. 


Die gegensitzlichen biologischen Wirkungen der H- und T-Strahlen 
auf Oxydation und Reduktion werden noch unterstrichen durch die 
-neuesten Verdffentlichungen Curry’s [7, 8], der in bodennaher Kaltluft 
(Hoch) mehr Ozon und Ozonide feststellen konnte als in bodennaher 
Warmluft (Tief). Auf die Bedeutung des durch Strahlung gebildeten 
aktiven Sauerstoffs der Atmosphire hat schon Dorno [9] hingewiesen. 
Allerdings kann den SchluBfolgerungen Curry’s unter anderem auch 
darin nicht beigepflichtet werden, da® die biologische Wetterwirkung 
‘nur auf Ozon und Ozonide guriickzufiihren sei, die in der 25 km-Schicht 
entstehen und erst nach unten transportiert werden mti®ten, und dak 
die Strahlung selbst fiir die biologischen Erscheinungen bedeutungslos 
sei. Dazu reagieren die Organismen viel zu schnell, auch bei volligem 
Abschlu8 von der Aufenluft und in deutlicher Abhingigkeit von ver 
schiedenen Strahlenpanzern. Deshalb mu das biologische Wirkungs- 
feld der Strahlung in Nahe der Organismen und Zellen oder in diesen 
selbst liegen. Scuurze [85] ist zwar mit anderen der Auffassung, dais 
nur der Bereich vom sichtbaren Sonnenlicht bis ins Ultraviolett und 
Ultrarot und allenfalls eine Hochfrequenzstrahlung an Gewitterfronten 
wegen ausreichender Bestrahlungsstirke biologisch wirksam sein 
kénnten. Es diirfte aber ratsam sein. diese Frage vor einer physi- 
kalischen Identifizierung der Wetterstrahlung noch offen zu lassen. 


In diesem Zusammenhang mub noch einmal die offenbare Inhomo- 
genitiit der T- wie auch der H-Strahlung hervorgehoden werden, die 
unter anderem aus den verschiedenen Hiufungslagen der Maxima und 
Minima der einzelnen untersuchten Reaktionen auf der Wetterkurve 
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hervorzugehen scheint, obwohl das auch an verschieden schneller Rea-- 
gierfiihigkeit der untersuchten Objekte liegen kann. So finden wir in) 
den Metallbrutschrank- Kontrollreihen, bei denen immer die erwahnten: 
Wirkungen des Metalls zu beriicksichtigen sind, meistens die stirkste; 
»sternbildung“ in ziemlich schroffen Gipfeln am FuBe eines kommenden 
Hochriickens, die stirkste Stickstoffbindung dagegen im allmiahlichen) 
An- und Abstieg vor dem Gipfel des Hochs. Danach kommen wir schon! 
in den Bereich iiberwiegender reduktionsbeschleunigender Wirkungen. . 
Auf dem Gipfel des Hochs, vor dem Abfall zum Tief begegnen wir am | 
hiiufigsten extrem langen Spirillen und unmittelbar danach, fast zur: 
gleichen Zeit, oft auch noch auf dem Gipfel des Hochs, den extrem | 
groBen Synidresewerten. Beide Maxima treten dann etwas weniger’ 
hiufig und nicht so ausgeprigt nochmals in den Senken der Tiefdruck- - 
gebiete auf. Diese Gipfel zeigen also durch ihre eng benachbarte Lage : 
und auch in ihrer Schroffheit, daB sie ursichlich nahe verwandt sein 
miissen. Die Minima aller vier Reaktionen haufen sich dort, wo im. 
schweren Panzer die Maxima in der Regel aufzutreten pflegen, naimlich | 
fiir die ,,Sternbildung‘‘ vom Hochdruckgipfel absteigend bis in den An- 

fang des Tiefs und dhnlich fiir die Stickstoffbindung, nur vielleicht | 
etwas spiter, nicht so sehr in Nahe des Hochs wie in Nihe des Tiefs. . 
Viir die Spirillenlinge und die Synirese liegen dagegen die entsprechen- 

den Kardinalzonen am hiufigsten auf den ansteigenden Teilen der 
Wetterkurve. ; 


Demnach wiire die verhiiltnismiBig reinste H-Strahlung zu Beginn 
eines Hochs anzunehmen, die dann mit steigender Wetterkurve mehr 
und mehr mit T-Strahlung durchsetzt wird, bis auf dem Gipfel des 
Hochriickens, unmittelbar vor Beginn des Druckfalles die verhaltnis- 
maBig reinste T-Strahlung erreicht ist. Mit Anniherung an das Tief 
nimmt diese dann offenbar wieder ab, um manchmal im Tief nochmals 
cin allerdings weniger starkes Maximum zu bilden. Andererseits mu8 
aber auch die T-Strahlung auf dem abfallenden Ast der Wetterkurve 
durchschnittlich stirker sein als auf dem ansteigenden Ast, worauf 
weiter oben schon hingewiesen wurde. Wir kommen also am Ende 
dieses Gedankenganges wieder zu dem SchluB, da8 die Wetterstrahlung 
bei steigendem Barometer insgesamt schwiicher sein muB als bei fallen- 
dem, und daf also wahrscheinlich die stirkere Strahlung vor und in der 
Depression diese hervorruft bzw. erhilt oder da® beide einem noch 
anderen, unbekannten Vorgang untergeordnet sind. Ein vorliufiges 
Chersichtsbild iiber die Verteilung der vorherrschenden Wetterstrahlung 
verschiedener Hirte und Dichte, wie es sich zur Zeit aus den geschil- 
derten Versuchsergebnissen und daran gekniipften Betrachtungen er- 
gibt, mége Abb. 31 vermitteln. 


Die noch verbliebenen Unklarheiten hiitten sich wahrscheinlich 
weitgehend aufhellen lassen, wenn das urspriinglich gesteckte Ziel, 
der von biologisch wirksamen Strahlen freie Raum, mit den Panzern 
erreicht worden wire. In einem solchen Raum miiften biologische 
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Reaktionen auf jeden Fall konstant und auBerdem ungehemmt schnell 
und griindlich oder ungewoéhnlich stark gehemmt oder gar nicht ab- 
laufen, d.h. die Zellen mii®ten in diesem letzteren Falle des Aus- 
schlusses lebensnotwendiger Strahlung zu Grunde gehen. Geplante neue 


Zugrichtung der Luffdruckgebrere 


Abb. 31. MutmaBliche Verteilung der vorherrschenden Wetterstrahlen 
verschiedener Harte von sehr hart ( ) bis sehr weich (----).  - 


Versuche, teils mit allerstirkster Panzerung, teils unter Ausschaltung 
jeglichen Filters kamen aus kriegsbedingten Griinden nicht mehr zur 
Durchfiihrung. 


Zusammenfassung. 


Es wurde versucht, das wirksame Agens fiir das wettergebundene 
Verhalten der Lebewesen mit Hilfe von mikrobiologischen und physiko- 
chemischen Experimenten zu ermitteln. Dabei ergab sich zunichst, 
daB sich hermetisch verschlossene Kulturen von Pseudomonas tume- 
faciens dem Wetterverlauf gegeniiber nicht anders verhalten als die 
wie iiblich offen gehaltenen Kulturen. 

Diese Feststellung fiihrte zu zahlreichen Untersuchungen tiber die 
Wirkung verschiedener Strahlungsabschirmungen auf Syndrese und 
mikrobielle Vorginge verschiedenster Art, aus deren Ergebnissen 
folgende Vorstellung entwickelt wurde: 

Das wirksame Agens meteorobiologischer Reaktionen ist eine Strah- 
jung, die vorlaufig als Wetterstrahlung bezeichnet wird und aus 
-weichen und harten Anteilen besteht. Da der weichere den Tiefdruck- 
-gebieten und der hirtere den Hochdruckgebieten zugeordnet erscheint, 


wird der erstere T-Strahlung und der letztere H-Strahlung genannt. 


Die Metallschichten eines Panzers halten offenbar T-Strahlen zurtick 
und wandeln H-Strahlen in T-Strahlen um, so daB sich die biologischen 
und sonstigen Objekte hinter Metall oft umgekehrt verhalten wie in 
ungepanzerten Kontrollen. 

Mit dem Wetter iindert sich die Strahlung offenbar so, daf sie im 
Hoch unmittelbar vor dem Ubergang in ein Tief am weichsten und 
syniretisch wirksamsten, wihrend dieses Uberganges allmihlich harter 
und auf der Riickseite des Tiefs am hirtesten ist. Beim erneuten An- 
stieg des Barometers wird die Strahlung vermutlich wieder etwas 


weicher, aber weniger dicht sein als vor und beim Druckfall. Sie 


scheint auBerdem regional verschieden zu sein. 
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Von diesen Gesichtspunkten aus laBt sich die Abhingigkeit bio 
legischen und physikochemischen Geschehens. von der Wetterdynamil 
folgendermaBen deuten: T-Strahlung férdert biologische Reduktionem 
Girungen, Aggregationen sowie das Wachstum und hemmt biologische 
Cxydationen, die aerobe Atmung und Vorgange der sexuellen Ver 
mehrung, wobei offenbar jeder der untersuchten Einzelvorgaénge au. 
einen ganz spezifischen Teil der Strahlung abgestimmt ist. H- Strahlung 
scheint umgekehrt oder gar nicht zu wirken. Mit der Atmungshemmung 
bei zunehmender T-Strahlung ist folgerichtig ein Sinken des, kone 
mischen Quotienten und eine Hemmung des Massenzuwachses v 
bunden. 

Die Bedeutung der Wetterstrahlung fiir epidemiologische Frage 
wird am Beispiel der Diphtherie gezeigt. 


; 


—— 
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(Aus der Versuchs- und Forschungsanstalt fiir Weinbau in Freiburg i. Br.)* 


Der biologische Siureabbau im Wein. 


Von 
Karu RIpPEL. 
Mit 1 Textabbildung. 
(Eingegangen am 23. April 1948.) 


Wein ist — ich denke dabei an die deutschen Qualititserzeugnisse 
— das Produkt zweier biologischer Vorginge, die sich in einem mehr 
oder weniger wohlqualifizierten Traubensaft beziehungsweise Jungwein 
abspielen. Zunichst setzt im Traubensaft eine alkoholische Garung 
ein, deren Biologie seit etwa 100 Jahren bekannt ist und die wir hier 
nicht weiter erértern wollen. Der zweite Vorgang, der fiir den ge- 
schmacklichen Ausbau unserer deutschen Weine eine wesentliche Rolle 
spielt, ist der sogenannte ,,biologische Sdiureabbau%, eine milch- 
saure Girung, bei der — so ist die Auffassung bis heute gewesen -— 
Apfelsiiure durch gewisse Bakterien glatt in Milchsiiture und Kohlen- 
siure zerlegt wird: 


COOH - CH, - CHOH - COOH > CH, - CHOH - COOH + CO,. 


Dieser Zerfall bedingt im Wein eine Milderung des Siuregeschmacks, 
dz ja die entstehénde Milchsiure weniger stark dissoziiert ist als die 
Apfelsiure. Dazu kommt der angenehm prickelnde Geschmack auf der 
Zunge, der besonders bei unseren Flaschenweinen geschitzt wird. Dieses 
geschmackliche Attribut entwickelt sich in der Weise, daB sich in dem 
bereits abgefiillten Wein noch ein restlicher Siiureabbau vollzieht, so 
daQ dieser mit dem dabei entstehenden Kohlendioxyd eine gewisse An- 
reicherung erfahrt, sozusagen in ein Anfangsstadium von Sekt tiber- 


gefiihrt wird. Diese Flaschen geben dann den ,,perlenden Wein“ mit 


dem prickelnden Geschmack, der besonders bei den Moselweinen be- 


liebt ist. Die natiirliche, vielfach zu kriiftige Siure solcher Weine ist 


—hinter dieser prickelnden Saiure zusammen mit einem blumigen Bukett 


auf das beste getarnt. 

So sehr nun der Kellermeister in der Lage ist, die alkoholische 
Girung zu lenken und in ihrem Verlauf zu beeinflussen, so schwierig 
erscheint es vielfach, den biologischen Sdiureabbau in gewiinschte 
Bahnen zu leiten, wobei besonders an jene Jahrginge gedacht sei, die 
einen Siureabbau, das heift eine Verminderung des Siuregeschmacks 


* Die Arbeit wurde im wesentlichen an der Versuchs- und Forschungs- 
anstalt fiir Weinbau in Freiburg i. Br. in den Jahren 1939—1942 durchgefiihrt. 
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im Wein, wiinschenswert erscheinen lassen, so sehr auch umgekehrit 
cin zu kriftiger Siiureabbau verhindert werden mu, da der Wein da- 
durch einen zu faden Geschmack annehmen wiirde. 


Es ist also nicht iiberraschend, wenn das Problem »Sdureabbau® 
unseren deutschen Weinbau schon im vergangenen Jahrhundert beschiaftigte. 
N. Boussincautr [1] hat bereits 1868 in Apfelweinen regelmiBig einen mehr 
oder weniger starken Riickgang der Siure festgestellt, ohne jedoch eine 
eindeutige Erklarung hierfiir gefunden zu haben. Wir kénnen heute wohl 
annehmen, daB es sich um einen biologischen Siureabbau handelte. Doch 
damals vermutete man, diese Beobachtung mit dem Ausscheiden von Wein- 
siure in Form von Weinstein erkliren zu kénnen, wenn auch die ex- 
perimentelle Verfolgung dieser Frage zeigte, dafi ein mit dem Ausscheiden 
der Weinsiure verbundener Siuresehwund von nur einigen Promille zu 
vering ist, um den zuweilen beachtlichen Riickgang der Sure um 58 "00 
und mehr erkliren zu k6nnen. > 


7 

Der erste Hinweis, daB der zuweilen fade Geschmack in gewissen | 
Weinen auf eine Milchsiuregirung beziehungsweise auf Mikroorganismen — 
zuriickgefiihrt werden kénne, geht auf L. Pasteur [2] zuriick. Dann war 
es wohl P. Kutiscu [3, 4, 5, 6, 7], der in einer Reihe von Aufsatzen an eine 
solche Moéglichkeit dachte, besonders auf Grund seiner Beobachtungen, daf 
pasteurisierte Weine niemals einen Siureriickgang zeigten, weil eben in 
diesen durch das Erhitzen auf etwa 80° C die meisten Mikroben abgetétet 
werden. P. Kuriscu machte fiir den Saéureriickgang zunichst die Hefe ver- 
antwortlich, Ebenso glaubten J. Worrmann [8, 9, 10, 11, 12], J. ScpuKow [13, 
14] und C. Amruor [15], da Mikroorganismen, und zwar die Hefe, fiir den 
Sadureriickgang im Wein verantwortlich zu machen seien. H. MULLER-THuRGAU 
[16] gab zwar zuniichst zu, daf& Hefe mitunter ebenfalls fiir einen Saéure- 
riickgang im Wein in Frage kommen kénne, blieb jedoch bei seiner Auf- 
fassung, da® bei stiirkeren Siureriickgiingen Bakterien beteiligt sein miiBten, 
zumal er [17] schon 1891 davon berichtete, da in solechen Weinen, die einen 
deutlichen Sdureriickgang zeigten, reichlich Bakterien festgestellt werden 
konnten. Auch P. Kutiscn [18] gab zu, da mitunter noch andere Mikroben 
als Hefen organische Siuren verzehren kénnten, hielt jedoch an seiner Vor- 
stellung fest, da® fiir den Siiureriickgang im Wein in erster Linie Hefe in 
I'rage kime. Nach W.Serrert [19] vermag Hefe tatsiichlich Apfelsiiure an- 
zugreifen, fiihrt diese aber nicht in Milchsiiure iiber, sondern veratmet sie 
zu Kohlensiiure und Wasser. Es ist erstaunlich, da H. MUtirr-Taureau 
u. A. OsTERWALDER [16,,20, 21, 22] trotzdem bis zum Jahre 1912 immer wieder 
darauf hinweisen muf ten, da die durch Hefe verursachte Siiureabnahme 
im Wein viel zu gering sei, als daf damit der oft bedeutende Saiureriickgang. 
eine ausreichende Erklirung finden kénne. 


A. Koon [23, 24, 25, 26, 27] hat schlieBlich um die Jahrhundertwende den 
Nachweis erbracht, daB es sich beim biologischen Siiureabbau tatsiichlich um— 
einen bakteriellen Vorgang handelt, was dann W. Srrrerr [28, 29, 30] be= 
stitigte. Das von ihm isolierte Bakterium nannte er Micrococcus malolac- 
ticus. Er zeigte, daB dieses Bakterium Apfelsiiure in Milchsiiure und Kohlen- 
siure zerlegt, den Vorgang selbst bezeichnete er als Milchsiuregiirung. Seine 
Vermutung, daf& noch andere Bakterien in analoger Weise Apfelsiure spalten 
wiirden, haben spiter H. MUtLer-Tourcau u. A, OsteRWALDER [31, 33] be= 
stiitigt. Daf bei diesem Apfelsiurezerfall im Wein Milchsiure entsteht, 
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aben auch R. Kuwz [34] und W. Mosiincer [35] eefunden, ohne allerdings 
uf die Ursache des Auftretens dieser Milchsaure einzugehen. 

- Jedenfalls war durch die Arbeiten von W. Srirert, A. Kocw und 
N. MostincEr eine fiir den Weinbau wesentliche. Frage dahingehend 
reldst, da der seit Jahrzehnten beobachtete Siureriickgang in jungen 
einen auf einem Zerfall von Apfelsaure in Milchsiure und Kohlen- 
sure beruht und da® dieser Vorgang auf bestimmte Bakterien zuriick- 
muifiihren ist. Diese grundlegende Erkenntnis, vor allem die Arbeiten 
ron. A. Kocu und W. Seirerr erfuhren durch die anschlieBenden aus- 
edehnten Untersuchungen von H. Muiier-THurcau u. A. OsTERWALDEP 
ine wesentliche Erweiterung. Beide Autoren isolierten noch eine An- 
ahi weiterer Bakterien [33], die ebenfalls Apfelsdure in Milchsiiure und 
Kohlensaure zerlegen. Heute kénnen wir folgende fiir den Siureabban 
wesentlichen Bakterien unterscheiden, die alle auffallend klein und 
fakultativ anaerober Natur sind. 

__ Micrococcus malolacticus. wurde von.W. SrirerT (1. ¢.) bereits 1901 iso- 
liert. Dieses Bakterium hat einen Durchmesser von tu und ist meist zu 
Diplokokken, selten zu Tetraden vereinigt. Es spaltet Apfelsaure in Milch- 
siure und Kohlensiure, wobei Spuren von fliichtiger Séure entstehen. Bei 
Anwesenheit von Glykose entwickelt es reichlich fliichtige Siiure. Bei 12 bis 
13 Volum-°/o Alkohol hért sein Wachstum auf, ebenso bei etwa 10 oo Sdure. 
Bacterium gracile wurde 1908 von H. MutLer-Tuureau u. A, OSTERWALDER 
[31] isoliert und beschrieben. Es handelt sich um Kurzstiibchen von 0,75 
bis 1,0 pw, die meist zu kiirzeren oder liingeren zarten Faden verbunden sind, 
die oft scharf geknickt erscheinen und im Mikroskop wie Girlanden durch 
das Gesichtsfeld ziehen. Dieses Bakterium spaltet Apfelsiure in Milchsaure 
und Kohlensiiure, wobei ebenfalls Spuren fliichtiger Saure frei werden. 
AuBerdem vermag es Zitronensdure in Milchsiiure und reichlich fltichtige 
Sdure zu zerlegen. Sind Glykose oder Fructose zugegen, so werden diese 
in Milchsiure, Essigsdure, Kohlensiiure und Athylalkohol abgebaut, wobel 
aus Fructose auBerdem noch Mannit entsteht. Bemerkenswert ist die relativ 
hohe Resistenz dieses Bakteriums gegeniiber organischen Siéuren, vertragt 
es doch im Wein noch bis zu 18 °/oo, wihrend die iibrigen siiureabbauenden 
Bakterien schon bei etwa 10 °/oo Siure ihre Titigkeit einstellen. Die Resi- 
stenz dieses Bakteriums gegeniiber Alkohol ist weniger hoch, stellt es doch 
bei etwa 10 Volum-%o sein Wachstum ein. Es sei betont, da Bacterium 


gracile in unseren deutschen Weinen den Saureabbau im wesentlichen be- 
sorgt. 


Micrococcus variococcus, VON H. Mutcer-Taureav u. A. OSTERWALDER [32] 
beschrieben, hat einen Durchmesser von 0,7—1,5 yp, ist meist zu Diplokokken 
und hin und wieder auch zu Tetraden, auch zu Zoogléen vereinigt. Es zer- 
legt ebenfalls Apfelsiure in Milchsiure und Kohlensaure und bildet dabei 
Spuren von fliichtiger Siure. Aus Fructose und Glykose bildet es. im wesent- 
lichen Milchsiure. Bei 10 °/oo Apfelsiure, ebenso bei 11 Volum-%/o Alkohol, 
stellt es sein Wachstum ein, so da seine EntwicklungsmOglichkeit relativ 
bedingt ist. 

Micrococcus acidovoraz, ebenfalls von H. MULLER-THURGAU U. A. OSTER- 
WALDER [32] isoliert, hat einen Durchmesser von 0,5—0,7 » und ist, wie M. 
variococcus und M. malolacticus im allgemeinen Zu Diplokokken verbunden. 
Auch dieses Bakterium spaltet Apfelsiure in Milchsiiure und Kohlensdure 
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und Spuren von fliichtiger Siure. AuBerdem vermag es Maltose und me 
anzugreifen. Es zeigt eine bemerkenswerte Resistenz gegen Alkohol, den: 
es bis zu 11,5—12 Volum-°/o und gegen Saure, die es bis zu 10°%/oo vertragt.; 

Bacterium intermedium wurde als letztes dieser Gruppe 1917 von! 
H. MO.Ler-Tuurcau u. A. OsTERWALDER [33] beschrieben. Es handelt sich 
um Kurzstibchen von 1,2—1,5u Linge, die oft in langen Faden zusammen- 
hingen und dann als flockige Gebilde erscheinen. Es wird im Wein nur 
selten beobachtet und spielt eine untergeordnete Rolle. Es zerlegt Fructose? 
in Milchsiure, Essigsiure, Kohlenséure und Mannit; Glykose und Saccharose 
in Milchsiure, Kohlensiure, wenig Essigsaiure und ‘Alkohol. Apfelsiure wird 
in Milchsiure, Kohlensiure und Spuren von fliichtiger Saure zerlegt. ' 

Der Vollstindigkeit halber sei angefiihrt, daB durch einige der oben an- 
gefiihrten Bakterien, so auch Bacteriwm gracile, im Wein der sogenannte? 
Milchsiurestich hervorgerufen werden kann. Die dabei entstehende Milch- 
siure entsteht aber nicht aus Apfelsiure, es handelt sich vielmehr um deni 
Abbau von Traubenzucker, wobei unter anderem relativ reichlich Milely 
siure, sowie auch fliichtige Sdure gebildet werden. 

In unseren deutschen Weinbaugebieten wird der biologische ia i 
wie schon angefiihrt, vornehmlich von Bacterium gracile besorgt, was schon! 
bei A. v. Bazo u. E. Macn [36] angegeben wird. Dies mag damit zusammen- - 
hingen, daf dieses Bakterium, im Gegensatz zu den iibrigen dieser Gruppe, , 
am wenigsten siureempfindlich ist, ein Umstand, der bei unseren Weinen | 
naturgemiB® eine Rolle spielt, wo doch der Siuregehalt oft 12—15, mitunter ° 
bis zu 20°/oo und mehr betrigt. In allen anderen Fiillen, in welchen sich. 
das SiuremaB8 um 10°/oo und weniger bewegt, ist es wohl dem Zufall iiber- - 
lassen, welches der angefiihrten Bakterien den Siiureabbau besorgt. Ich | 
habe bei meinen Untersuchungen hin und wieder neben Bacterium grace 
auch Micrococcus acidovorax beobachtet. 

Kine nicht uninteressante Frage, die hier beriihrt werden mag, ist. 
die von der Okologie der Rebe und — wenn ich mich so aus- 
driicken darf — der Okologie des Weines. 

Die Heimat des Rebstockes ist im Mittelmeergebiet und Orient zu 
suchen. Dort reift die Weinbeere véllig aus. Sie enthilt somit nur we- 
nige organische Siuren und schmeckt rein sii®. Es ist begreiflich, daft 
dort ein Siureabbau im Wein iiberhaupt keine Rolle spielt. Im Gegenteil, 
es wiire héchst unerwiinscht, wenn ein solcher stattfinde, setzt man doch 
vielfach, eben aus geschmacklichen Riicksichten, Weinsiiure, Apfelsiure 
oder Zitronensiure zu, um den Wein einerseits geschmacklich zu ver- 
bessern, ihn anderseits aber auch vor gewissen Krankheiten, besonders vor 
dem sogenannten Schwarzwerden oder Schwarzen Bruch, einer Ferritannat- 
ausfillung bei mangelnder Wein- oder Apfelsiiure, zu schiitzen. 

Die Heimat der deutschen Qualitiitsweine liegt am Rhein, an der Mosel 
und am Main, somit in ginzlich anderen Klimaten als jene am Mittelmeer 
und im Orient herrschenden. Die Okologie der Rebe ist also eine ganzlich 
andere als die ,,Okologie“ unserer Qualititsweine. 

Dies ist offenbar durch die Tatsache bedingt, daB die Weinbeere in 
unseren klimatisch begiinstigten deutschen Landen wohl eine weitgehende, 
aber keine so vollkommene Ausreifung erfihrt, wie dies aus begreiflichen 
Griinden in der Heimat des Rebstockes der Fall ist. Wohl wird in den 
Weinbeeren reichlich Zucker gebildet, aber dennoch verbleibt ein gewisser 
Teil an organischen Siiuren, so viel, da® der wohlgeratene Wein auf der 
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Zunge angenehm mundet, bei weitem blumiger und bukettreicher als die 
mit SiiBe gesiittigten Siidweine. Dies auch dann, wenn der Winzer seinem 


Wein eine angemessene Zuckerung zukommen labt; denn dadurch wird ja 


das _naturgegebene Aroma nicht verwischt, im Gegenteil, es kann bei sach- 


gemaber Behandlung des Weines nur eine Steigerung erfahren. So mutet 
es immerhin bemerkenswert an, daB der Rebstock in Gegenden, die nicht 


‘Seine Heimat sind, wertvollere Weine reifen laéBt als in jenen Klimaten, 
die seiner Okologie und Soziologie gemaf sind. ; 


Nun zuriick zum Siureabbau. Es ist nicht tiberraschend, wenn nach 


der Feststellung, da® fiir den Siureabbau bakterielle Einfliisse maBgeb- 


lich sind, entsprechende Mafinahmen ergriffen wurden, diesen Vorgang 
in der einen oder anderen Weise zu beeinflussen. Es ist ja die zwie- 


fache Aufgabe beziehungsweise Sorge des Winzers, entweder einen zu 


-flotten Siureabbau abzustoppen oder einen erwiinschten Saéureabbau 


einzuleiten. Dazu ist zu bemerken, daB gerade in jenen Jahrgangen, 


die einen Siureabbau gut vertragen kénnten, dieser meist sehr schwach 


und schleppend verliuft, mitunter sogar ausbleibt, wogegen in sehr 


sonnigen und siurearmen Jahrgangen, die also gar keinen Saureabban 


notig haben, ein solcher sich sehr kraftig, geradezu hemmungslos voll-. 
ziehen kann. - 

Wohl stehen dem aufmerksamen Winzer beziehungsweise Keller- 
meister Mittel und Wege zur Verfiigung, einen solchen stiirmischen Ab- 


pau der Apfelsiure zu stoppen: der fragliche Wein wird entweder ent- 


‘gprechend stark geschwefelt, wodurch die siiureabbauenden Bakterien 


-unschadlich gemacht werden, oder diese werden durch scharfes Fil- 


trieren aus dem Wein entfernt. Anders gelagert ist aber die Situation 
im umgekehrten Falle, wenn also ein zu schwacher Saureabbau ge- 
férdert werden soll. Dies ist die eigentlich aktuelle Frage im Weinbau. 

Seit den von A. Kocu und W. Seirert gewonnenen Erkenntnissen, 


-da® fiir den Siureabbau Bakterien erforderlich sind, sucht man nattir- 


lich nach den Lebensbedingungen, die fiir die fraglichen Bakterien als 
optimal bezeichnet werden kénnen beziehungsweise nach solchen Tak- 


_toren, welche die fragliche bakterielle Entwicklung in giinstigem oder 


in ungtinstigem Sinne zu peeinflussen vermégen. Man hat von Anfang an 
- drei EinfluBfaktoren geltend gemacht, ohne damit zu einem zufrieden- 


stellenden Ergebnis zu gelangen: Den sogenannten ,,Hefetrub™, die 
Aziditat des Weines und die Temperatur des Kellers, in welchem 
der Wein lagert. ! 
Vor allem wird dem Hefetrub — es ist dies die nach beendeter 
alkoholischer Giirung sich am Boden des Fasses absetzende Hefe — ein 


-mafgeblicher Einflu8 auf die Entwicklung der siureabbauenden Bak- 


terien zugeschrieben. Schon wenige Wochen nach beendeter Garung 
stirbt ein beachtlicher Teil der im FaB gelagerten Hefezellen ab, geht 
in Autolyse iiber und gibt mit diesem Zellzerfall eine Reihe von Eiweib- 


pruchstiicken und sonstigen organischen Stoffen einschlieBlich Wirk- 
~ stoffen an den Wein ab. Unter dem Einflu® dieser Abbaustoffe sollen 


sich die siureabbauenden Bakterien mehr oder weniger kraftig ent- 
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wickeln kdnnen, besonders nach dem Aufriihren dieses Hefetrubes, und 
damit einen Sdureabbau einleiten beziehungsweise férdern. Diese Uber- 
legung hért sich sehr iiberzeugend an und fiihrt auch dann und wan» | 
zu einem Erfolg, doch sind die diesbeziiglichen Angaben in der Literatur 
nicht iibereinstimmend. Es wire miiBig, auf all die diesbeziiglicher 
Literaturstellen hier niher einzugehen. Sie sind bei H. MU LLER-THURGAU 
u. A. OsTERWALDER [33], A. GUNTHER [37], F. SCHMITTHENNER U. C. v. D. 
Hewe [88], A. v. Bano u. E. Macu [36] bis zu den jiingsten Dar 
stellungen von E. Kretnorer [89] und H. Scuanpert [40] zu finden. 
Wenn der Hefetrub beziehungsweise autolysierte Hefe auf die Ent } 
wicklung der siiureabbauenden Bakterien einen maBgeblichen Einflui — 
hiitte, dann diirfte der Sdiureabbau iiberhaupt kein Problem sein; denn — 
Hefe beziehungsweise Hefetrub ist ja im jungen Wein immer zugegen, 
es sei denn, daB dieser schon bald nach der Girung von der Hefe weg- 


| 
| 


e 
genommen wird. Auf die Frage des ,,Hefetrub“ komme ich weiter unten — 
nochmals zu sprechen. 

An dieser Stello sei auf eine Arbeit von K. Hennig u. P. OuSKE [41] hin- 
gewiesen. Genannte Autoren wollen die fiir den Siureabbau maBgeblicheu 
RiweiBbausteine isoliert haben, doch ist ihre Beweisfiihrung kaum iiber-_ 
zeugend, gehen sie doch von falschen Voraussetzungen aus. Sie berichten — 
von ,,egalisiertem Most“, den sie in verschiedenen Fassern eingelagert und — 
einer einheitlichen Girung unterworfen haben, der aber trotzdem, wie an- — 
gegeben wird, keinen gleichméBigen Siureabbau zeigte. Es ist aber woh! _ 
unwahrscheinlich, da in verschiedenen Mosten, wenn diese sorgfiltig 
egalisiert waren und der Hefestoffwechsel eieichartig verlaufen ist, der 
Sdureabbau verschiedene Ausmafe zeigen soll. Was fiir die Hefe gilt, trifft 
auch fiir die siureabbauenden Bakterien zu, das hei®t, wenn die besagten 
Moste tatsichlich egalisiert waren, dann hiitte, wenn exakte Arbeitsmethodelt 
iiberhaupt noch einen Sinn haben sollen, wie die alkoholische Girung, so 
auch der Séiureabbau gleichartig verlaufen miissen. AuBerdem — dies diirfte — 
K. Hennic nicht unbekannt sein — erfolgt ja im unvergorenen Traubensaf 
ebenfalls ein Siureabbau, wenn nur die biologischen Voraussetzungen fiir 
Bacterium gracile erfiillt sind, wenngleich hier keine von der autolysierte 
Hefe riihrenden ,,Purine, Peptide und Aminosiuren‘ zugegen sind, sondern — 
lediglich die in der Sonne gereiften Nihr- und Wirkstoffe der Weinbeere, _ 
Auch H. Scuanpreru [42] will in seiner Erwiderung auf meine Arbeit [43, 44.) 
45] den Hefetrub fiir die Entwicklung des Bacterium gracile verantwortlich 
machen. 

Was den Saurepr ad des Weines anlangt, so méchte ich zunichs 
einige grundsiitzliche Tatsachen iiber den Begriff »sduregrad* hervor- 
heben. 


Der Chemiker beziehungsweise Biologe unterscheidet zwei Arten von 
Aziditit: Die aktuelle Aziditit (Sduregrad), die in pu-Werten: an- 
gegeben wird, und die potentielle Azidit at (Siuregehalt), die dureh 
Titrieren festgestellt und deshalb auch Titrationsaziditit genannt wird. 
Zwischen aktueller und potentieller Aziditit bestehen keine unmittelbaren 
Beziehungen, zumal ja fiir letztere das Ma® der Pufferung eine ent-. 
scheidende Rolle spielt. Je stirker dieses ist, desto weniger raseh reagiert 
bekanntlich eine Fliissigkeit auf Zusatz von Siiure oder “Base und gerade 
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iese Eigenschaft eines hohen Pufferungsvermégens zeichnet den Trauben- 
ft beziehungsweise Wein in besonderem Mafe aus. Hitte der Traubensaft 
iese Eigenschaft nicht, dann wiirde sich die pu-Zahl wihrend der Garung 
icher in bemerkenswerter Weise verschieben, das hei&t, der Wein hatte 
nen anderen pu-Wert als der urspriingliche Traubensaft. Die Titrations- 
ziditit hat biologisch ein weit geringeres Interesse als die aktuelle Aziditat 
es Weines. Diese bewegt sich um den pu-Wert von etwa 3,0—3,65, elem 
mmerhin bemerkenswerten Siiuregrad. 

- Tabelle I zeigt, daB Weine, die den gleichen pu-Wert haben, ganz 
-erschiedene Werte der Titrationsaziditat aufweisen konnen, woraut ~ 
‘chon ©. v. p HErpE [46] hingewiesen hat. Die angefiihrten Weine 


Die angefiihrten Zahlenreihen werden besonders anschaulich, wenn 
wir die pu-Werte, die ja negative Logarithmen darstellen, delogarith- 
mieren und diese Werte neben den Werten der Titrationsaziditat 
-graphisch zur Darstellung bringen, wie es Abb. 1 zeigt. Die beiden 
-Kurven zeigen keinerlei Parallelitét. Tu. Paur u. A. Guntuer [47, 48] 
“haben sogar beobachtet, da® durch die Auscheidung von Weinstein 
der Gehalt an titrierbarer Siure wohl vermindert wird, der pu-Wert 
aber zunimmt. Ich verweise auch auf die diesbeztigliche Darstellung 
pei A. GinTHER [37], wo sich noch weitere Literatur findet. ‘ 
Ich fiihre diese Feststellungen an, um ZU zeigen, dafs das im Wein 
_einsetzende iibliche Zuriickgehen der Titrationsaziditaét kein AnlaS§ zum 
‘Rinsetzen eines Siureabbaues sein mu, dies um so weniger, als ja der 
Wein auffallend gepuffert ist, vor allem durch seinen Gehalt an orga- 
nischen Siiuren bzw. deren Salze (Apfelsaure, Weinsiure, Aminosauren, 
anorganische Salze). Um das Pufferungsvermogen verschiedener Weine ee 
anschaulich darzustellen, habe ich umstehende Tabelle Il aufgestellt. — ; 
Der Begriff Pufferungsspanne’, den ich hier einfiihre, soll - 
das Pufferungsvermogen eines Weines angeben. Je niedriger if 
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tammen aus badischen und elsdssischen Anbaugebieten. aay “ 
: Tabelle I. Titrations- und aktuelle Aziaitat in Weinen ae 
Sorte u. Jahrgang on mae ers Cor Delpkaritia ‘ Vs 
| Rappoltsweiler 1935 | 48 3,64 23 ae 
: oe 1927 5B 3,67 21 hoe 
Hattichberg 1940 5,6 3,61 2.6 BoM 
Egisheimer 1941 59 3,38 4,2 ha 
Hiigelheimer 1940 ~ 6,5 3,63 2,2 Spi 
Reichenweiler «1938 6,5 3,06 2.8 oe 
Achkarrener 1941 6,5 3,51 3,1 a 
Freiburger 1941. 6,7 3,70 5,0 Nie 
o 2 1941 7,0 3,22 6,0 a 
- « Mihlforster 1941 8,0 3,44 3,6 See 
a Freiburger 1941 8,5 3,01 9.8 oy 
_ Fohrenberger = 1941 | 9,0 3,28 52 Cog 
z Traubensaft 1938 12,6 | 3,20) *, 6,3 Ps. 
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Tabelle Il. Pufferungsvermédgen verschiedener Weine. 4 


10 com Wein py = 3,01 | 3,16 | 3,22 | 3,25 | 3,30 | 3,45] 3,20 - 
10 Sem. Wein 6 semi ae py = 301 | 8,16 | 3,23 | 3,25 | 3,80 | 3,42) 3,93 
10 come Wein lO oan ae py = 3,02 | 3,18 | 3,25 | 3,26 | 3,31 | 3,44 325° 
10ccm Wein+ 20ccm ab Py = 3,06 3,23 | 8,29:| 3,29 3.34 3,48 325 
| : 10cem Wein + 50ccm at ee Py = 3,18 | 3,34 | 3,40 | 3,39 | 3,42 | 3,621) 3,92 
bs 10 com Wein + 75cem \@O7 p,, — 3,26 | 3,48! 8,49| 3,46 | 8,47 | 3,79 3,35 
oy 10'com Wein +100 eer ae u = 3,35 | 3,58 | 3,56| 3,54 |3,54/ 3,81 || 3,36 
e Pufferungsspanne 0,34 | 0,37 | 0,34 | 0,29 | 0,24 | 0,36 016" 


u 5 NaOH, die 


in dieser Konzentration im wesentlichen dem Wein iquivalent ist, der 


Zur Bestimmung der Pufferungsspanne dient eine 


beziiglich seiner Aziditit einer i -Siure ungefihr gleichkommt. Zur 
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Ermittlung dieser Pufferungsspanne werden jeweils 10 cem des frag- 
lichen Weines verwendet. Obige Tabelle zeigt, daf der unvergorene 


“Traubensaft mit einer Pufferungsspanne von 0,16 ein weit hdheres 


Pufferungsvermogen aufweist als die Weine. Dies ist ohne weiteres 
begreiflich, verliert doch der Traubensaft wihrend der Girung durch 


die Hefe eine ganze Reihe von Stoffen, die einer Pufferung dienen 
_kénnen, aber von der Hefe resorbiert werden. 


Dieses besagte enorme Pufferungsvermégen des Traubensaftes und 
auch des Weines veranschaulicht folgende Uberlegung. Wenn wir 
10 cem des obigen Traubensaftes, der den ps-Wert von 3,20 aufweist, 


NaOH versetzen, so erhalten wir ein Gemisch mit 


dem px-Wert von 3,36. Hitte der Traubensaft iiberhaupt kein Puf- 
ferungsvermégen, dann wiirde sich ein pa-Wert von etwa 11,0 einge- 
stellt haben! Ganz analog wiire das Verhalten der verschiedenen Weine. 

Es ist also unwahrscheinlich, daB wir durch Bindung eines Teiles 


der im Wein vorkommenden Siure mittels Zugabe von kohlensaurem 


Kalk, wie dies zum Zwecke der Entsiuerung empfoblen wird, die 


 aktuelie Aziditat vermindern (66g CaCO,/hl Wein bedingen eine Ver- 


minderung um 1°%oo Saéure). Wenn wir die diesbeziiglichen Angaben 
von W. Seirert [30], C. v. vp. Heme [46], H. Murrer-THurGAU U. 


A. OsrerwatpeER [32] und P. Kutiscx [49], die durch eine solche Maf- 
nahme eine Férderung des Sdéureabbaues beobachtet haben wollen, ver- 
~ gleichen, dann finden wir keinerlei iibereinstimmende Ergebnisse. Durch 
“die Zugabe von kohlensaurem Kalk zum. Wein wird wohl dessen 


Titrationsaziditat herabgesetzt, aber der px-Wert, der ja in erster-Linie 


fiir eine Bakterienentwicklung mafgeblich ist, erfihrt praktisch keine 


Verschiebung. . 
Welche organischen Siuren kommen im Wein iiberhaupt in nennens- 


_-werten Mengen vor? Bei dieser Frage mtissen wir den Befund vor und 
nach der Garung unterscheiden. Im Traubensaft finden wir, je 


nach Jahrgang, 2—8°/o Weinsdure und 5—20°%oo und ‘mehr Apfel- 


- siure, die den Hauptanteil an organischen Sauren ausmachen. Dazu 


kommt noch etwa 0,03 %/oo Gerbsaure, die in Rotweinen von 1,0 bis zu 
2,5 °%/oo enthalten ist. Im Wein, bedingt durch die Garung und den 
Siiureabbau, finden wir etwa 2—6 °/oo Milchsiiure, minimale Mengen von 


 Bernsteinsiiure, nicht tiber 1°/, und fliichtige Sauren (Essigsiure, 


Spuren. von Buttersaure und Ameisensiiure) zusammen 0,4—0,5 °%/oo, 
also so wenig, da® sie geschmacklich ohne Bedeutung sein diirften. Der 
Gehalt an Weinsiure scheidet im Verlauf der Gurung infolge der 
Alkoholbildung in Form von Weinstein bis auf etwa 1—3, héchstens 
5 °%/oo aus. 

Wenn wir nun die uns vorweg interessierende Frage, welchen Ein- 


: flu8 der Siuregrad, also der pxu-Wert, auf den Siureabbau haben mag, 


aufwerfen, so kénnen wir sagen, daB auch hier, wie beziiglich des Hefe- 
trubes, keinerlei konkrete Zusammenhinge bestehen. Gewil verlauft 
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Jahrgang, der den pu- -Wert um 3,0 aufweisen mag und keinen Sdure- 
abbau zeigt, aut einen pu -Wert von etwa 3,6 einstellen, wie er Sais | 


‘Sduregrades dennoch kein Siureabbau ein und umgekehrt wiirde i 
einem Wein, der die Voraussetzungen zu einem Saiureabbau erfiillt, ei 
solcher erfolgen, auch wenn wir seinen pu-Wert auf etwa 2,8 einstelle: 
wiirden. So kénnen wir besonders bei den Moselweinen immer wiede: 
einerseits einen relativ tiefen Sauregrad beobachten, anderseits trotz- h 
dem einen meist regen Saureabbau. 

Wir kénnen also auch mit dem ,,Sduregrad“ im Wein als aus 
schlaggebendem EinfluBfaktor fiir den Siiureabbau zu keinem brauch- 
baren Ergebnis kommen. 


SchlieBlich wird als dritter Faktor die Temperatur erwogen, unter 
welcher der Wein in den Keller gebracht und hier gelagert wird. Selbst. 
verstindlich ist diese, wie fiir alle biologische Vorgiinge, so auch fii 

~ den Verlauf des Saureabbaues von weitgehender Bedeutung. Wenn der 
im Keller gelagerte Wein eine Temperatur von nur 6—8° C anzeigt, 
dann ist das Bacterium gracile. nicht mehr sehr aktiv, wenn es auc 
nach Angabe von H. Mirrer-THurcau u. A. OsTERWALDER [32] noch be 
3° C eine minimale Lebenstitigkeit auBert. Bei Temperaturen vor 
~138—15—17° C ist, wenn alle sonstigen Voraussetzungen zu eine 
Sadureabbau gegeben sind, ein als normal zu bezeichnender Saiureabbau 
zu erwarten. Hieriiber finden wir Angaben bei Tu. Omers [50, 51], 
A. Hatenxe u. O. Krug [52] und H. Mirrer-THurcau u. A. OsTErR- 
WALDER [32]. | 4 

Aus dem Gesagten geht hervor, daB man durch geeignetes Regu- . 
lieren der Kellertemperatur beziehungsweise der Temperatur des 
Weines einen erwiinschten Siureabbau beschleunigen, aber auch um- 
gekehrt einen ungern gesehenen Verlust an Apfelsiiure stoppen kann. 
Miertiber finden wir Angaben bereits bei P. Kutiscu [7, 53], K. WinpiscH | 
(54) und A. Harenxe u. O. Krug [55], Sind jedoch die notwendigen 
ernihrungsbiologischen Bedingungen zu einem Siureabbau nicht ge- 
geben, dann erfolgt auch bei einer fiir Bacterium gracile’ optimalen 
Temper atur von 20—22° kein Siureabbau. , 


Kin sogenannter ,,Siuresturz“ kann dann eintreten, wenn einerseits 
im Herbst bis zum Friihjahr die Kellertemperatur relativ niedrig war 
dann aber im Sommer rasch eine bemerkenswerte Temperaturerhéhung — 
und damit ein kriftiger Siiureabbau einsetzt, wiederum aber nur dann, { 
wenn die besagten Voraussetzungen erfiillt sind: Auch der Alkohol-_ 
gehalt kann, worauf ich oben schon hingewiesen habe, auf den 
Verlauf des Siureabbaiies einen EKinflu8 haben. So haben A. Kocx [23}, : 
W. Serrert [30], Ta. Omers [51], A. Hatenxe u. O. Kruc (56) und | 
H. Mirer-THurcau u. A. OsterwaLper [32] beobachtet, daB ein — 
Alkoholgehalt von etwa 10—11 Gewichts-%0 den Siureabbau unter- 


- geichnen und nur de 
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driickt, besonders wenn die iibrigen Voraussetzungen fiir eine Ent- 
wicklung des Bacterium gracile ungiinstig gelagert sind. Wird also 


‘ein Wein so stark gezuckert, dab er mindestens 10 Gewichts-°/o Alkohol 


entwickelt, dann kann schon aus diesem Grunde ein Siureabbau in 
Frage gestellt sein. Js¢ also ein Sdureabbau erwiinscht, dann diirfen 
wir eine Zuckerung nicht tiber 85—90° Ochsle beziehungsweise 9 %/a 
Alkohol betreiben, damit das Bacterium gracile keine Entwicklungs- 
hemmung erleidet. , 
Wenn wir das bisher Gesagte vergleichend beurteilen, dann er: 
kennen wir, da weder der Hefetrub, noch Siuregrad und Temperatur 
fiir die Entwicklung des Bacterium gracile eine entscheidende Rolle 
spielen, auch dann nicht, wenn sie optimal gegeben sind. Es miissen 
also fiir einen erfolgreichen Saureabbau andere Momente mabgeblich 
sein. 

Fiir eine Reihe von Mikroben ist bereits erwiesen, da sie, im 
Gegensatz zu den griinen Pflanzen, die wirkstoffautogen * sind, gewisse 
akalorische Wirkstoffe, die im. Dienst assimilatorischer und 
dissimilatorischer Umsetzungen stehen, nicht selbst zu bilden vermogen, 


gondern auf die Zufuhr solcher Stoffe mit der Aufnahme der Nahr- 


stoffe angewiesen sind. Zu dieser Gruppe von Mikroben zihlen in 
besonderem Mabe die Milchsdurebakterien, zu denen im weiteren Sinne 
auch das Bacterium gracile zu rechnen ist, fiihrt es doch Apfelsaure 
im Wein in Milchsiure tiber. 

In der Literatur finden wir tiber diesen Fragenkomplex eine Reihe von 
Angaben. So bei S. ORLA-JENSEN [57], S. ORLA-JENSEN, N. C. Orre u. A. Léoc- 
Ksarr [58], BE. E. SNELL, F. M. Strone u. W. H. PETERSON (59, 60], E. KE. SNELL, 
£. L. Tatum u. W. H. PeTerson [61], E. F. MOLLER (62, 63], E. F. MOLLER u. 
K. Scuwarz [64], D. D. Woops [65], R. Kun u. K. Scuwarz [66] u. a. 

DaB gerade die Milchsdurebakterien hinsichtlich ihrer Ernihrung viel- 
fach erhebliche Anspriiche stellen, entnehmen wir auch einem Aufsatz von 
R. Kuan [67], in welchem angefiihrt ist, da® zum Beispiel fiir Sétrepto- 
bacterium plantarum neben Zucker und Mineralstoffen 11 Aminosduren und 
6 Wirkstoffe (Aneurin, Adermin, Nikotinsaure, Adenin, Biotin und Pantothen- 
siiure) notwendig sind. 

Nun ist die Bezeichnung _,Milchsdurebakterien™ in gewissem Sinne ein 
Sammelbegriff fiir all jene Bakterien, die sich durch Milchsiurebildung aus- 
shalb eine gewisse Analogie verkérpern, doch in er- 
nihrungsbiologischer Hinsicht, besonders was Wirkstoffe anlangt, sich mehr 
oder weniger voneinander unterscheiden. Auch in morphologischer Hin- 
sicht begegnen sie uns in den verschiedensten Formen, kommen sie doch 


1 Den Begriff prutogen” fiihre ich hier ein im Gegensatz zu dem 


Begriff ,autotroph”. Dieser sagt aus, daf die Pflanze in der Lage 
ist, sich ihre Nihrstoffe aus anorganischen Stoffen selbst aufzubauen 
und in analoger Weise soll autogen bedeuten, daB eine Pflanze sich mit 
Wirkstoffen selbst zu versorgen vermag, im Gegensatz zu elmer 
Reihe von heterotrophen Pflanzen, die auf die Zufuhr von solchen akalo- 
rischen Wirkstoffen angewiesen sind, zum Beispiel auf gewisse Vitamine, 
auf Bioswuchsstoffe wu. a. Wir unterscheiden demnach nihrstoffautotrophe 
upd -heterotrophe beziehungsweise wirkstoffautogene und -heterogene In- 


dividuen, 
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als Lang- und Kutzstabchen vor, als Monokokken, Diplokokken, Tetraden, | 
b | 


Pediokokken und: Sarcinen, alle mit der besagten Fahigkeit, Kohlehydrate 
und auch organische Siiuren in Milchsaéure iiberzufiihren. Sie verfiigen eben 
alle offenbar iiber einen mehr oder weniger iibereinstimmenden Enzym- 
haushalt, was sie allein iiber alle morphologischen Verschiedenheiten hinweg- 
zu der groBen physiologisch charakterisierten Gruppe der .Milchsdure- 
bakterien, besser ausgedriickt Milchsdure bildenden Bakterien, zusammen- 

schlieBt. 7 
OrRLA-JENSEN, der die Biologie der Milchsiurebakterien eingehend studiert 

hat, stellte folgende nach physiologischen Gesichtspunkten differenzierte 

Zweiteilung auf: ; 

I. Vorwiegende Bildung von Milchsiiure, Nebenprodukte entstehen nur 
spurenweise: homofermentative Milchsiurebakterien. 

Il. Neben der Bildung von Milchsiure entsteht noch eine bemerkenswerte 
Menge von sonstigen organischen Stoffen: heterofermentative Milchsaure-_ 
bakterien. . 

Fiir beide Gruppen gibt er folgende Kriterien an: 

1. Sie miissen Milchsaiure bilden. 

2. Sie benétigen komplexe Stickstoffverbindungen, und zwar dieselben 

Aminosiuren-Komplexe, wie sie der tierische Organismus bendtigt. 

. Sie miissen grampositiv sein. 5 
. Sie miissen fakultativ anaerob sein. 
. Sie diirfen keine Katalase besitzen. 

Von der besagten Tatsache ausgehend, daB die Milchsdurebakterien 
und damit auch Bacteriwn gracile, in ihrer Entwicklung von gewissen, 
jeweils charakteristischen Wirkstoffen abhingig sind, fiihrte ich mit 
Bacterium gracile die nachfolgend beschriebenen Versuche durch. Als 
Niahrsubstrat verwendete ich 

I. Kinen Wein, in dem noch kein Saiureabbau erfolgt war, 

II. Einen Wein, in dem bereits ein Siureabbau erfolgt war, 

Ill. Einen unvergorenen Traubensaft. 

Von diesen drei Substraten fiillte ich je 830cem in Erlenmeyerkélbchen 
von 100 ccm, beimpfte sie mit je 3—4 Tropfen einer Suspension von Bac- 
terium gracile und stellte sie im Brutschrank bei 17° C auf. Diese Bakterien- 
aufschwemmung stellte ich, um jeglichen Wirkstoffeinflu8 von Seiten des 
Bakteriensubstrates auszuschalten, folgendermaBen her. Zuniichst dekan- 
tierte ich von der etwa drei Wochen alten Kultur die iiberstehende Nihr- 
fliissigkeit (Hefewasser) ab und ersetzte diese durch Leitungswasser sehiit-_ 
telte gut durch, zentrifugierte, goB das iiberstehende Wasser ab und nahm 
die Bakterien mit 20 cem Wasser auf, um diese Suspension dann zum Impfen 
zu verwenden, ; 

Nach etwa drei Wochen zeigten die Versuchsreihen I und III eine 
Entwicklung des Bacterium gracile an, wogegen in Reihe IT keinerlei 
Wachstum zu beobachten war. 

Die gleiche Versuchsanordnung fiihrte ich ein zweites Mal durch, 
konzentrierte aber die Weine und den Traubensaft, um auf diese Weise 
eine ots tae Entwicklung des Bacterium gracile zu gewihrleisten. 
ven: “i Proben I und III dampfte ich je einen Liter bei etwa 60° C 
au 00 ecem ein, den Traubensaft, um keine zu hohe Zuckerkonzentra- 
tion zu erreichen, auf etwa 700 ccm. Wiederum stellte sich in den 
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Proben I und III, dieses Mal beinahe iippig, ein Wachstum des Bacte- 
rium gracile ein, besonders in der Reihe I, dagegen zeigte sich, wie 


-erwartet, in Reihe II keinerlei Entwicklung. 


Damit war meine Vermutung bestitigt, da® fiir die Entwicklung 
des Bacterium gracile gewisse Stoffe notwendig sind, welche die Wein- 


beere nur in mehr oder weniger relativ geringen Mengen enthilt, die 


aber fiir dessen Entwicklung notwendig sind, das hei®t, daB das MaB 
des Vorhandenseins dieser Wirkstojfe im Wein die Intensitdt des 


sSdureabbaues bestimmt. Nur so, wenn wir eben die Qualitdt der Wein- 


trauben kausal mit dem Sdureabbau in Zusammenhang bringen, k6nnen 
uir verstehen, dab der Sdéureabbau im Wein jahrgangsbedingt bald 
mehr, bald weniger intensiv einsetzt. Tatsachlich zeigt ja die Er- 
fahrung, daB dieser Vorgang in sonnenreichen Jahrgaéngen am flottesten 
verlauft. Als wesentlich zeigt sich bei diesem Versuch, da das Bac- 


| terium gracile auch im Traubensaft zur Entwicklung gelangt. 


Hier erscheint folgende Beobachtung angebracht. Hin und wieder ergibt 
sich in Weinkellern die Tatsache, dai zwei nebeneinander gelagerte Fasser, 
die den Wein vom gleichen Lesegut enthalten, trotzdem einen verschieden 
verlaufenden Siureabbau zeigen. Die Unterschiede kénnen erfahrungsgemaf 
so kontrir sein, daf in dem einen der beiden Fiasser ein véllig normaler 


-Sdureabbau erfolgt, in dem zweiten FaB dagegen ein solcher kaum oder gar- 


richt einsetzt. 


Diese Tatsache findet in folgender Weise eine Erklirung. Bei der Kel- 
terung der Weintrauben kénnen wir Vorlauf, PreBmost und Nachdruck 
unterscheiden. Der Vorlauf ist triibe und enthiilt alle leicht abflieB}enden 
Inhaltsstoffe der Weinbeeren. Der Nachdruck ist zwar klar, aber stark 
gepreBt. DaB Vorlawf und Nachdruck in ihrer Zusammensetzung mehr oder 
weniger voneinander abweichen, ist leicht einzusehen. So sind der Stick- 
stoff-, Aschen- und Wirkstoffgehalt in der kraftig ausgepreBten zweiten 
Halfte der Kelterung héher, weshalb auch hier schon die Garung oft rascher 
einsetzt als im Vorlauf. In ganz analoger Weise wird auch der Siureabbau 
in der zweiten Hilfte einer Kelterung giinstigere Voraussetzungen fiir seine. 
Entwicklung finden als in der ersten Halfte. In all jenen Fallen, bei welchen 
wohl durch Zufall eine getrennte Fiillung einer Kelterung, nimlich eine 
erste und eine zweite Hilfte, in je ein Fa® erfolgt, kénnen wir mit der 
besagten Erscheinung rechnen, daf in der zweiten Hilfte der Siureabbau 
einen relativ besseren Verlauf zeigt als in der ersten Hialfte, in der er mit- 
unter ausbleibt. 

Diese Erklarung steht iibrigens ganz im Einklang mit der Tatsache, auf 
die schon J. Nesster hingewiesen hat, da Weine, die. auf den Trestern 
vergoren sind, ihre Siure stirker abbauen als die iibrigen Weine. Daher 


auch der oft sehr rasch verlaufende Siureabbau in Rotweinen, der schon 
oft wihrend der Gdrung einsetzt, erfolgt doch hier die Vergirung der Wein- 


trauben vor der Kelterung, so da der gesamte Wirkstoffgehalt 
der Weinbeeren einschlieBlich deren Schalen zur Auswirkung gelangt. 

Da® eine Trennung von Substraten in einer Fliissigkeit, besonders 
wenn wir geeignete Filter dazu verwenden, zu biologisch verschieden- 
wertigen Fliissigkeiten fiihren kann, konnte ich mit folgendem Ex- 
periment zeigen. 
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Der Pilz Phycomyces Blakesleeanus ist bekanntlich Aneurin-hetero- 
gen, also auf die Zufuhr von Vitamin B, im Nahrsubstrat angewiesen. 
Wenn wir nun einerseits unveriinderten Traubensaft als Nahrsubstrat 
verwenden, anderseits einen solchen, der scharf filtriert wurde, dann — 
entwickelt sich in diesem letzteren Substrat der Pilz. bedeutend — 
schlechter, weil eben ein betrichtlicher Teil des Aneurins weggefiltert 
ist. ' 

Zu diesem Versuch ist noch folgendes zu sagen. Im Zusammenhang 
mit anderen Untersuchungen, bei welchen es sich darum handelte, den 
EinfluB des ps-Wertes auf die Aneurinwirkung zu beobachten, machte | 
ich [68] die Feststellung, daB die verschiedensten pflanzlichen Extrakte, 
je nachdem, bei welchem px-Wert sie filtriert wurden, bald mehr, bald | 
weniger bis gar kein Vitamin B, enthalten. So konnte ich mittels — 
Phycomyces Blakesleeanus experimentell zeigen, daf genanntes Vitamin. 
beim Filtrieren des Traubensaftes durch ein Seitzfilter im p#-Bereich 
von 4,5 nicht in das Filtrat tibergeht, unterhalb dieses Wertes, also _ 
nach der zunehmend sauren Seite hin, das Filter in geringem Mahe, | 
dagegen nach dem neutralen pu-Bereich hin zunehmend bis quantitativ © 
passiert. Die ganz analoge Feststellung machte ich [68] mit wafrigem 
Extrakt von Johannisbeeren, Stachelbeeren, Kirschen, Birnen, Léwen- 
zabn u. a. 


Diese Beobachtung ist fiir die Siiimostgewinnung von einiger Bedeutung 
und fiihrt zu der Frage, ob wir dem dsthetischen Moment Rechnung tragen 
und véllig klaren Traubensaft auf den Markt bringen sollen oder ob wir 
dem ernihrungsbiologischen Faktor eine gebiihrende Beriicksichtigung — 
schenken und weniger klaren, aber biologisch wertvolleren Traubensaft 
im Handel anbieten?. ; 


Wenn wir uns dem Sa&ureabbau wieder zuwenden, so hat nach zail- 
reichen Angaben, so von H. Miiter-THurcau [17, 69], P. Kuuiscr (ahs 
A. Kocu [27, 70], R. Merssner [71, 72], A. Hacenxe u. O. Krue [55, 56}, 
Tu. Omets [51] u.a., eine Nafzuckerung vielfach eine Verzdgerung des 
Sdureabbaues zur Folge. Nach der soeben gegebenen Erklirung, da® — 
die Entwicklung der siiureabbauenden Bakterien von pewlsgen' Wirk: 
stoffen im Wein abhiingig ist, kinnen wir diese immer wieder gemachte 
3eobachtung wohl verstehen. Durch eine NaBzuckerung wird der Wein 
gestreckt, das heibt, als Substrat mit Zuckerwasser verdiinnt. Diese 
Substrat- baw. Wirkstoffverdiinnung hat wohl die yerzégerte Entwick- 
lung der sdéureabbauenden Bakterien zur Folge. 


Natiirlich wird durch eine NaBzuckerung auch die Titrationsaziditit 
Sa pe der pu-Wert, wie A. Kawe [73] zeigte, kaum eine 
Yerschiebung erfihrt. Dazu ist der Wein viel zu stark gepuffe i 
ich obeti bereits berichtet habe. 5°P ee warke® 


1 aaa meehp gilt fiir die Bereitung von Brotaufstrich aus Obst. Das 
me geringwertiger als das Mus, das siimtlich s- 
Ballaststoffe des Ausgangsmaterials in sich bee iche Inhalts- und 
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Welcher Art sind nun jene fraglichen Stoffe, die fiir eine Entwick- 
lung des Bacteriwn gracile notwendig erscheinen? Zu ihrer Identifi- 
zierung kénnen wir zwei Wege beschreiten. 

Methodisch einfacher, aber mitunter langwierig, ist das Zusammensetzen 

| einer synthetischen Nihrlésung analog der von R. Kunn [67] angegebenen 

Nihrlésung fiir Streptobacterium plantarum. Durch geeignet erscheinende 

Kombination gewisser Aminosiiuren und Wirkstoffe ist es durchaus mdég- 

lich, den erforderlichen Nihr- und Wirkstoffkomplex auf diesem rein empi- 

rischen Wege ausfindig zu machen. 

Der zweite, wissenschaftlich exaktere Weg ist die Analyse abbau- 
‘bereiten Weines, so schwierig sie uns auch methodisch erscheint. Doch 
diirfte es méglich sein, aus einem geeigneten Wein zum Beipiel mit Hilfe 

der chromatischen Adsorptionsmethode die gesuchten Wirkfaktoren zu 
asolieren und dann auch zu identifizieren. Es wiirde dann keine Schwierig- 
keiten mehr bereiten, einen Siiureabbau-nach Wunsch zu aktivieren. 

_ Weit schwieriger wire es wohl, dann auch umgekehrt einen Stoff aus- 
| findig zu machen, gewissermaen einen Antikérper, der als Antagonist einer 
qinerwiinschten Entwicklung des Bacteriwm gracile entgegenzuwirken ver- 

mag, wie es zum Beispiel bei einer Reihe von pathogenen Kokken, die auf 

Vitamin H’ (p-Aminobenzoesiiure) angewiesen sind, mittels Sulfonamiden 

gelungen ist. Wenn wir erreichen konnten, nur einen einzigen der fiir 

Bacterium gracile notwendigen Wirkstoffe zu inaktivieren, dann kénnte ein 
Sdureabbau jederzeit nach Belieben abgestellt werden. Ich verweise in 
diesem Zusammenhang auf die Darstellung von K. Watienrecs [74], in 
‘welcher das Prinzip eines solchen Eingriffes abgehandelt wird. 


Soviel iiber meine Ergebnisse, daf die fiir den biologischen Sdure- 


abbau im Wein erforderlichen Bakterien, im besonderen Bacterium gra- 
cile, zu ihrer Entwicklung gewisse akalorische Wirkstoffe bendtigen, 
die in den Weinbeeren, abhiingig vom Jahrgang in bald mehr, bald 
weniger reichem Mae gebildet werden. 
Nachfolgend sollen einige Uberlegungen, Beobachtungen und Ex- 
-perimente zur Darstellung kommen, die geeignet erscheinen, das Pro- 
blem der Wirkstoffe bzw. Wirkfaktoren und damit die Biologie des 
Siureabbaues noch niiher zu beleuchten. Nicht, daB es sich um HinfluB- 
 faktoren handeln sollte, die eine grundsatzliche Bedeutung fiir die Ent- 
wicklung des Bacterium gracile hatten. Diese hiingt allein von den 
vorstehend besagten Wirkstoffen der Weinbeere ab. Es handelt sich 
vielmehr um solche Agenzien und Eigenschaften des Nihrsubstrates, 
die den spezifischen Wirkstoffeffekt eventuell zu katalysieren bzw. akti- 
vieren vermogen. 
Ich méchte zuniichst auf eine Einflugméglichkeit hinweisen, die erst im 
Laufe der vergangenen 10 Jahre im Girungsgewerbe an Bedeutung ge 
wonnen hat, nimlich das Redoxpotential. Ich komme um ‘80 mehr 
auf diesen Fragenkomplex zu sprechen, als fiir die Festlegung eines Redox- 
potentiales in einer Nihrfliissigkeit gerade solche Faktoren in besonderem 
Mae mitspielen, die wir ernihrungsbiologisch schlechthin als Wirkstoffe 
betrachten, so Vitamine, Enzyme, Aminosiuren, Spurenelemente u. a., die 
von Fall zu Fall den rx-Wert erhéhen oder erniedrigen kénnen, 80 daf mit 
der Gegenwart gewisser Wirkstoffe auch ein bestimmter ru-Bereich gewabr- 
Jeistet ist. Ein geeignetes Beispiel solcher substratbedingter Labilitét isf 
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Hefe. Unter anaeroben Lebensbedingungen, also bei dem relativ niedrigen — 
ru-Wert von etwa 11—12, vergart sie Zucker zu Alkohol und Kohlen- 
siure. Beliiften wir das Nihrsubstrat, so daB wir einen Wert von etwa 
rd = 25 und mehr haben, dann yeratmet die Hefe den Zucker zu 
Kohlensiure und Wasser, sie lebt aerob. Im ersteren Falle werden 26 Ka- 
lorien frei, im zweiten Falle 675 Kalorien. Es ist offensichtlich, dab die 
Bilanz dieser Lebenshaltung fiir die Hefe bei weitem giinstiger ausfallt. 
Tatsiichlich vermehrt sich die Hefe um das 3—4 fache stiirker als im Falle 
der Giirung, der dkonomische Koeffizient ist unter aeroben Lebensbedingungen 
um ein Mehrfaches héher. Auf Grund dieser Tatsache kénnen wir Gar- 
stockungen durch Beliiften des Weines, das hei®t durch Erhéhen des ru- 
Wertes, beheben. $ 
Es liegt nahe, daran zu denken, daf diese Verhaltnisse fiir den_ 
Stoffwechsel des Bacterium gracile in ganz analoger Weise Giiltigkeit— 
haben. Dieses Bakterium ist, wie die Hefe, fakultativ anaerob, vermag 
also mit und ohne Sauerstoff der Luft seinen Lebensunterhalt zu be- 
streiten. Seine Energiequelle ist jedoch nicht der Zucker, wenigstens — 
in seiner Rolle als siureabbauendes Bakterium, sondern die im Wein 
vorhandene Apfelsiure. Diese wird nach der bisher gegebenen Dar- 
stellung gemi® der eingangs gegebenen Gleichung in Milchsdure und 


Kohlenséure umgesetzt. : 


Es erscheint notwendig, hier einiges iiber die Biochemie des Siiure-. 
abbaues auszufiihren. Wie gesagt, ist die Apfelsiure des Weines fiir 
Bacterium gracile ein Nihrstoff, der als Kohlenstoffquelle die gleiche 
Rolle spielt, wie zum Beispiel der Zucker fiir die Hefe. Der Abbau der 
Apfelsiure, wie ihn die obige Gleichung darstellt, kann aus rein bio- 
logischen Uberlegungen in dieser Weise nicht erschépfend dargestellt 
sein; denn die Milchsiure mit 326 Kalorien ist ja kalorienreicher als” 
die Apfelsiure, die nur 320 Kalorien verkiérpert, aber die Ausgangs-— 
quelle fiir die Milchsdure darstellt. Die Uberfiihrung der Apfelsiure in~ 
Milchsiure bedeutet also fiir Bacteriwn gracile nicht nur keinerlei_ 
Kaloriengewinn, es handelt sich vielmehr um einen endothermen Vor- 
gang, bei dem also Energie bzw. Kalorien noch zusiitzlich verbraucht 
werden. Woher nimmt das Bacterium gracile die hierzu notwendigen 
Kalorien? ; 

Die von H. Scuanpert [42] gegebene Erklirung, da® diese Kalorien 
von Eiweifstoffen herriihren, ist unwahrscheinlich, abgesehen davon, 
daB der Saéureabbau ja dann als ein FaulnisprozeB®, nicht aber als 
Giarung zu bezeichnen wiire*. Der tatsiichliche Verlauf dieses zuniichst. 
merkwiirdig erscheinenden Vorganges findet auf Grund einer anderen 
Uberlegung eine plausible Erklirung. 

Die Tatsache, da ein bakterieller Umsatz von organischen Stoffen 
nicht rein exotherm verliuft, also unter Freiwerden von Kalorien,. 


8’ Wir unterscheiden bekanntlich: 
Abbau N-freier =| _ aerob = Atmung 
org. Verbindungen { ~ anaerob = Garung 
Abbau N-haltiger \_ aerob = Verwesune 
org. Verbindungen f ~ anaerob = Fiulnis 
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sondern zu einem gewissen. Teil auch endothermer Natur ist, also 


-Kalorien verbrauchend, begegnet uns bei einer ganzen Reihe von . 


mikrobiologischen Umsetzungen. Doch stehen alle diese biologischen 
Vorginge, bei welchen Kohlehydrate oder organische Sauren abgebaut 


-werden, in ihrer Endbilanz im Dienst einer desmolytisch ausgeldsten 
Wirme bzw. Energiegewinnung. Im Endeffekt gesehen zeigen also 


diese Umsetzungen doch einen exothermen Verlauf, was ja schlieBlich 


der Sinn eines solchen Stoffwechselgeschehens ist. 


Die Entstehung der Milchsdure im Rahmen des hier zu erdrternden 
biologischen Geschehens ist also ein mit einem totalen Abbau der 
Apfelsiure gekoppelter Vorgang, eine Oxydoreduktion (Dismutation). 


~Solche Korrelationen begegnen uns grundsiitzlich bei assimilatorischen 


und dissimilatorischen Vorgiingen. In vorliegendem Falle geht die 
Bildung der Milchsiure und Kohlensdure aus Apfelsiure (Hydrierung 
bzw. Reduktion) kalorisch auf Kosten des Abbaues eines Teiles der 
Apfelsiure bis zu Kohlensdure und Wasser (Dehydrierung bzw. Oxy- 


dation). Auf diese Weise vermag das Bacteriwm gracile aus der Apfel- 


siiure, die ihm im Wein als Kohlenstoffquelle zur Verfiigung steht, die 
zur Bestreitung seines Stoffwechsels notwendigen Kalorien zu gewinnen. 


Die Bezeichnung ,,Siureabbau‘ kann sich also nicht so sehr, wie das 
iiblich ist, auf die oben stéchiometrisch wiedergegebene endotherme 


- Umsetzung von Apfelsiure in Milchséure und Kohlensiure beziehen, als 


vielmehr auf den exothermen Abbau der Apfelsiure bis zu Kohlensaure 


und Wasser. 


GemiB den obigen Ausfiihrungen kénnen wir annehmen, daf wir es 
beim Zuckerabbau durch die Hefe im Wein wohl immer mit zwei, wenn 
auch quantitativ sehr verschieden verlaufenden Vorgingen zu tun 


bs haben, das heiBt, die alkoholische Girung ‘ist, besonders im Anfangs- 


stadium, wenn noch gentigend Luft zugegen ist, immer bis zu einem 
gewissen, wenn auch geringen Grade, mit dem AtmungsprozeB ge- 
koppelt. Aus analogen Griinden kénnen wir auch fiir Bacterium gracile 
die SchluBfolgerung ziehen, daf sich sein Stoffwechsel unter anaeroben 
Bedingungen in der endothermen Phase der Milchsiurebildung  er- 
schépft, hingegen einen angemessenen Verlauf erfahrt, sobald genug 
freier Sauerstoff fiir eine Uberleitung in die exotherme bzw. aerobe 
Phase zugegen ist. Dies kénnen wir erreichen, wenn wir den Wein 
umriihren bzw. umfiillen. Durch. das damit bedingte Beliiften des 
Weines erreichen wir eine Speicherung von Luft im Wein bzw. eine 


- Erhdhung seines Redoxpotentials, was einer gegebenen Entwicklungs- 


moglichkeit des Bacterium gracile nur forderlich sein kann. 


Wie schon ausgefiihrt wurde, ist mit dieser ru-Verschiebung im Nahr- 
medium auch eine Verschiebung im Stoffwechsel des Bacterium gracile 
gwangsliufig gekoppelt, das heibt, daB die Frage des Apfelsiiureabbaues 
bis zu Kohlensiiure und Wasser bzw. deren Uberfiihrung in Milchsaure 
und Kohlensiure eine Variable des jeweiligen 7H-Wertes ist. 
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DaB das Ma der Milchsiiurebildung variabel ist, k6nnen wir schon ; 
aus der Tatsache entnehmen, da praktisch weniger Milchsiure gebildet 
wird, als theoretisch zu erwarten ware. So geben C. v. p. HEIDE WU. 
N. Baracrora [75] schon an, da beim Saéureabbau aus 1,0 Gramm 
Apfelsiure an Stelle der zu erwartenden 0,67 Gramm Milchsaéure nur 
bis zu 0,5 Gramm entstehen. Wir haben Grund zu der Annahme, daB 
bei ausreichender Beliiftung des Weines, also einer Steigerung des ras 
Wertes wiihrend des Siureabbaues zugunsten einer weitgehenden exo- 
thermen Veratmung der Apfelsiiure bis zu Kohlensaure und Wasser. 


noch weniger Milchséure frei wiirde. 


Es mag in diesem Zusammenhang erwihnt werden, daf nach ‘Angaben 
yon N. 8. Souncen [76, 77] eine Anreicherung von Sauerstoff an die Grenz~_ 
flichen suspendierter Kolloide fiir eine bessere Entwicklung von Mikroben | 
von Bedeutung sein kann. Damit im Einklang steht die Beobachtung von 
A. Bonazzi, da® durch das Umriihren einer Nahrfliissigkeit, das heibt An- 
reicherung mit Luft bzw. Sauerstoff, das Wachstum von Mikroorganismen — 
begiinstigt werden kann. ~ Cy 


; SchlieBlich méchte ich noch anfiigen, daB die iiblichen Behandlungs- — 
verfahren des Weines im Keller, z. B. mittels schwefliger Saure, mit 
gelbem Blutlaugensalz (Ferrocyankali), Gelatine und Holzkohle (Eponit) 
die alle als Reduktionsmittel wirksam sind, also den ra-Wert herabsetzen, 
schon deshalb die Entwicklung des Bacterium gracile hemmen kénnen, Ich 
verweise auf eine diesbeziigliche Arbeit von R. Meissner [72], in der an 
gegeben wird, da durch Blauschénung des Weines, die ja mittels Ferro- 

; cyankali durchgefiihrt wird, der Siureabbau eine Verzégerung erfihrt, bis 
eben die verschiedenen Schénungsmittel inaktiviert bzw. wieder ausge 
schieden sind. Die Mitteilung von E. Kietnirer [39], daB durch Behand- 
lung frostgeschidigter Moste mit Gelatine, Kohle oder Ferroeyankali der — 
Siureabbau eine Forderung erfahre, angeblich durch Verringerung des Gerb- ; 
stoffgehaltes im Wein, steht damit in Widerspruch. an 


Da® der ro-Wert im Laufe der Lagerzeit des Weines wohl eine Steige- f 
rung erfihrt, deutet auch die Tatsache an, daB die jungen Weine meist hell- 
farbig sind, aber im Laufe der Zeit langsam dunkler, das heiBt gelb bis — 
goldgelb werden kénnen. Bei den Farbstoffen im Wein handelt es sich 
offenbar um solche, die, wenn der ru-Wert niedrig genug ist, in Leuko- 
farbstoffe iibergehen. Sobald der Wein, besonders durch Luftberiihrung, 
eine Steigerung seines ru-Wertes erfihrt, nimmt er auch eine betontere 
Farbung an. Diese kann bei gesteigerter Luftberiihrung bis zum sogenannten 
Braunwerden des Weines fiihren. Dieser Weinfehler kann durch ent-_ 
sprechende ru-erniedrigende MaSnahmen, zum Beispiel Schwefelung, be- — 
hoben werden. ‘ | 


Ich komme nun nochmals auf den sogenannten ,,Hefetrub ait 4 
sprechen. Wie ich zu Anfang meiner Darstellung schon ausgefiihrt — 
: 
t 
. 
‘ 
1 


habe, kénnen wir diesem schlechthin keinen Einflu® auf die Entwick- 
lung des Bacterium gracile zuschreiben. Wir kénnen aber auch die 
zvhlreichen Hinweise in der Literatur iiber einen angeblich fordernden 
linfluB nicht ohne weiteres tibergehen, miissen uns vielmehr mit dieser 

umstrittenen Frage bzw. mit der Biologie der Hefe etwas befassen. 
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Es ist bekannt, da& die Hefe gegeniiber biologisch irgendwie 
aktiven Stoffen, seien es Vitamine, Wuchsstoffe, Spurenelemente oder 
sonstige Biokatalysatoren, ein groBes Resorptionsvermégen zeigt. Hin 
Beispiel ist die Bierwtirze bzw. das Bier. Die erstere ist von der ge- 
keimten Gerste her ungeheuer reich an Vitamin B,. Obwohl nun die 
Hefe nicht auf die Zufuhr so groBer Mengen von Aneurin angewiesen 
ist, nimmt sie den gesamten B,-Gehalt aus der Wiirze in ihren Zell- 
raum auf, so da im Bier, das von Haus aus sehr B,-reich sein konnte, 
kaum noch nennenswerte Mengen dieses Vitamins enthalten sind. Ich 
habe an anderer Stelle [68] dariiber berichtet. 


In ganz gleicher Weise resorbiert und speichert die Hefe auch 


‘Spuren gewisser Elemente, so zum Beispiel Arsen, Kupfer, Selen u. a, 


Gerade diese Eigenschaft, das fiir den Menschen sehr giftige Selen zu 
speichern, ist von gewisser Bedeutung. Es erscheint nimlich nicht un- 
bedenklich, aus Sulfitablauge, die bei der Papierfabrikation mit einigen 
Prozent Kohlehydraten als Abwasser anfallt, Ndhr- baw. Futterhefe 7 
eewinnen, denn dieses Abwasser ist in der Regel von der schwefligen 


Sdure her selenhaltig und dann die daraus gewonnene Hefe in erheb- 


‘der Siureabbau ausbleibt, und zwar so lange, bis die am Boden des | 


lichem Mae gesundheitsschidlich. 

Warum soll die Weinhefe aus ganz analogen Griinden wihrend der 
Giirung, also der Zeit ihrer starken Vermehrung, nicht auch jene im 
Traubensaft enthaltenen, fiir Bacteriwm gracile lebensnotwendigen Wirk- 
stoffe resorbieren, so da in wirkstoffarmen Jahrgangen die wenigen 
der fraglichen Wirkstoffe in den Hefezellen gespeichert werden und 


Weinfasses abgelagerte Hefe autolytisch zerfallt und damit die frag- 


lichen Nihrfaktoren wieder an den Wein abgibt, besonders bei dem 
-sogenannten Aufriihren des Hefetrubes. " 


Anders in abbaufreudigen, wirkstoffreichen Jahrgangen. Diese ent- 
halten so reichlich die fiir Bacterium gracile notwendigen Wirkstoffe, 


dag genug davon im Wein verbleiben, um den Saéureabbau zu gewahr- ° 


leisten. 
Im Sinne dieser Darstellung liegt auch die Beobachtung, die 
Cu. ScHArzLEIN [78] schon 1913 beschricben hat. Er hatte zwei Wein- 


- gelege, eines, das einen flotten Siiureabbau zeigte, ein zweites, bei dem 


alle Anzeichen eines solchen ausblieben. Nun setzte er diesem zweiten 
Fasse Hefetrub zu, den er dem ersteren Fasse entnommen hatte und 
erreichte damit, daB auch in diesem zweiten Wein ein Siureabbau ein- 
setzte. 

fg ist nun sehr bezeichnend, da es P. Kuriscu [79] nicht gelungen 
ist, in einem Wein, der keinen Siureabbau zeigte, einen solchen auszu- 
lésen durch Beimpfen mit einem abbaufreudigen Wein. Damit ist be- 
wiesen, da das Beimpfen eines Weines mit Bacteriwm gracile eben 
noch nicht ausreicht, um einen Siureabbau einzuleiten, es miissen auch 


die notwendigen Wirkstoffe zugegen sein, was offenbar dann der Fall 
~ ist. wenn ein wirkstoffreicher Hefetrub dem Wein zugesetzt wird. Da- 


SGies tae 
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‘ t gegen bleibt jegliche ‘Entioicklung des Bacterium gracile aus, wenn 
J wir einen sdureabbaubediirftigen Wein mit einem Hefetrub wersetzen, , 
eg der von einem Wein riihrt, der selbst keinen Stéureabbau zeigte. 

Zusammenfassung. t 

. 1. Das Ma des biologischen Siureabbaues im Wein hangt von der: 
io Qualitiit der Weintrauben bzw. von der Giite des ,,Jahrganges” ab. 

Bis Je reicher dieser an fiir Bacterium gracile lebenswichtigen Wirk-- 

Ri 7 stoffen (Biokatalysatoren) ist, desto kriftiger erfolgt ein Abbau von 

Bi! Apfelsiiure im Wein. 

2. Der Abbau der Apfelsiiure durch Bacteriwn gracile ist: als Oxydon 
reduktion aufzufassen, die je nach Milieubedingungen mehr oder ' 
weniger anaerob oder aerob verliuft. Allein mittels der aeroben | 
Phase, die biochemisch als AtmungsprozeB zu respektieren ist, be- 
streitet. das Bacterium gracile seinen Kalorienhaushalt, wihtroutl die 
Bildung der Milchsiure aus der Apfelsdiure in ihrem anaeroben ‘oe 

auf endoiievmen Charakter zeigt. : 

8. Das Pufferungsverm6gen des Weines ist sehr etok: es sei mit dent 

Begriff ,,Pufferungsspanne“ ausgedriickt. Je hoher das Pufferungs- 

meet vermégen ist, desto niedriger ist die Pufferungsspanne. Sie ist beim 

: Wein etwa doppelt so groB wie beim Traubensaft, Wir kénnen daraus 

schlieBen, da® wihrend der Giirung bzw. durch den Hefestoffwechse! 

ein betriichtlicher Teil puffernder Bestandteile, anorganische wie 
organische, resorbiert wird. Desgleichen werden vermutlich von der 

Hefe die fiir Bacteriwn gracile lebensnotwendigen Wirkstoffe ganz 

oder teilweise resorbiert, weshalb der Siureabbau mitunter erst nach 

dem Autolysieren der Weinhefe einsetzt. Ist dagegen der Jahrgang” 
als solcher an fiir Bacteriwm gracile notwendigen Wirkstoffen arm, 
dann bleibt auch das Aufriihren des sogenannten Hefetrubes fiir den 

Siureabbau belanglos. 


: 
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(Aus den Botanischen Anstalten in Gottingen.) 


Notiz iiber die Wirkung intermittierenden 
_Lichtes auf das Wachstum der Diatomeen. 
Von 


Herta BEHREND. 
Mit 2 Textabbildungen. 


(Eingegangen am 15. Mai 1948.) 


Kultiviert man gewisse Griinalgen(Chlamydomonas pseudococcus, HS 
Scenedesmus obliquus, Hormidium nitens, Stichococcus bacillaris ) in pie 
intermittierendem Licht, so hingt ihre Vermehrungsintensitit stark von ‘ 
der Lange der Intervalle ab (IccENna, 1988). ‘Ck 
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Abb. 1, Zellenzahl nach 14 Tagen bei verschiedenen Hell-Dunkel- 
Intervallen und verschiedener Lichtintensitat. 


Bei Anwendung von Licht-Dunkelintervallen von 5:5 Sekunden bis 
zu 12:12 Stunden fand die schlechteste Entwicklung bei einem Licht- 
35 
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Dunkelwechsel von 1:1 Minute statt. Mit Verktirzung wie‘ Verlingerung ; 
der Zeiten stieg die Entwicklung an und bei 5:5 Sekunden war sie etwa. 
ebenso stark wie bei 12:12 Stunden. Grerrraup Rose (1943) hat dann der-- 
artige Versuche auch noch mit Chlorella durchgefiihrt unter Ausdehnung’ 
der Kurzzeiten bis auf 1/so0 Sekunde. Dabei fand noch ein weiterer Anstieg 
der Vermehrungsintensitit gegen die ganz kurzen Intervalle statt (Optimum : 
fiir Chlorella vulgaris bei 1/75 Sekunde, fiir Chlorella pyrenoidosa bei */s00 Se. 
kunde). 2) 

Nachstehend wird iiber einige Versuche berichtet, in denen unter. 
sucht wird, ob eine derartige Abhingigkeit der Entwicklung von dea) 
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Abb. 2: Zellenzahl bei verschiedenen Hell-Dunkel-Int 
-Intervall 
8000 Lux nach 2—14 Versuchstagen, vallen und 


Tntervallinge auch fiir Diatomeen zutrifft. Die Versuche wurden mit. 
5 Licht-Dunkelrhythmen gemacht, nimlich 12 Stunden, 1 Minute, 1/75 Se- 
kunde, ‘/150 Sekunde und '/300 Sekunde. Die kurzen Intervalle wurden 
durch ‘rotierende Scheiben erzeugt. Die Algen (Reinkulturen von zwei 
nicht bestimmten pennaten Sii®wasserdiatomeen) wurden auf A ar 
platten in Petrischalen kultiviert, auf die das Licht (3000 Lux, 2000 Lig 
und 100 Lux) senkrecht von oben fiel. Die Platten wurden durch Uber- 
gieBen mit einer sehr verdiinnten Algenaufschwemmung sehr locker und 
gleichmabig beimpft; der Zuwachs wurde wihrend 24 Tagen durch tiig- 


u 
; 
= 


‘ 


Notiz iiber die Wirkung intermittierenden Lichtes usw. 533 


-liches Auszahlen der Individuenzahl in einem bestimmten Feld mittels 
eines Netzokulars bestimmt. 

Das Ergebnis ist in Abb. 1 und 2 wiedergegeben. Auf der Abszisse. 
sind die Licht-Dunkelintervalle, auf der Ordinate die Zellenzahl im 
_Einheitsfeld abgetragen. Das nina der Vermehrung lag fiir beide 
Stémme und bei allen 3 Lichtintensitaiten bei dem Licht-Dunkelintervall 
1:1 Minute. Die Verkiirzung der Lichtblitze auf 1/30 (also auf das 
18000 fache) fiihrte innerhalb 14 Tagen etwa zu einer Verdoppelung des 
Zuwachses, seine Verlingerung auf 12 Stunden (also auf das 720 fache) 
bei Stamm H zu etwa den gleichen, bei Stamm G zu etwas geringeren 
Werten (Abb. 1). Dieses Verhiltnis war auch an allen voraufgehenden 
MeBtagen vorhanden, wofiir Abb. 2 einige Beispiele bei 3000 Lux gibt. 
Das Ergebnis deckt sich mit denen Iccenas und Résets. Sowohl 
fiir die Praxis der Massenkultur von Algen wie auch in theoretischer 
‘Hinsicht (vgl. Warsure 1919, 1920) wiire es natiirlich von Bedeutung, 
zu wissen, ob bei einer weiteren Verkiirzung der Licht-Dunkelintervalle 
‘noch eine weitere Steigerung der Ernte méglich ist. Jedenfalls zeigt 
aber unser kleiner Versuch schon, dafi die braunen Diatomeen in inter- 
mittierender Beleuchtung den gleichen Gesetzmi®igkeiten unterworfen 
sind wie die Chlorophyceen. 


Zusammenfassung. 


Diatomeenkulturen zeigen bei Behandlung mit intermittierendem 
Licht (gleiche Linge des Hell- und Dunkelintervalls) ein ausgesprochenes 
Zuwachsminimum bei einem Wechsel von 1:1 Minute. Bei Verlangerung 
des Intervalls auf 12 Stunden wie bei Verktirzung auf */s00 Sekunde 
nimmt die Entwicklung auf etwa das Doppelte zu. 
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Zur Methodik der Beweglichkeitspriifung vo a 
3 Mikroorganismen. 
Von 
Erwin BuRcIk. 


Mit 1 Textabbildung. 
(Eingegangen am 27. Juli 1948.) 


In der Mikrobiologie, einschlieBlich der medizinischen Bakteriologi 
sind vorwiegend drei Verfahren zur Feststellung der Eigenbeweglic 
keit von Mikroorganismen im Gebrauch: Der sogenannte ,,haéngen 
Tropfen“, die Ziichtung in schwachprozentigem Agar (Orprcor-N& . 
boden) und die Dunkelfelduntersuchung. 

Fiir letztere sind seit langem besondere Trocken- (Priparier-) Dunkel- 
feldkondensoren im Gebrauch, doch steht ihrer allgemeinen Verwendun 
vielfach das Fehlen geeigneter Geriite im Wege. Vor allem wird bei Kurse 
usw. wohl kaum eine geniigende Anzahl der bendtigten Spezialkondensor 
vorhanden sein. Die den Mikroskopen mitunter beigegebenen Sternblenden 
zum Einlegen in den Diaphragmentriiger des Beleuchtungsapparates sind fiir 
bakteriologische Zwecke nur wenig oder nicht brauchbar, wie mir | 


2 
i 
’ 
2 


holte eingehende Priifungen zeigten. , 

Das Prinzip der Zentralblende kann jedoch sehr vorteilhaft zur B 
weglichkeitspriifung von Mikroorganismen angewendet werden. Es ist 
hierzu nur notwendig, den Durchmesser der Zentralblende dem jeweilss 
zur Anwendung kommenden Objektiv anzupassen. Genauer gesagt: 
Zur Erzielung cines optimalen Dunkelfeldeffektes muB die Beleuchtungs-- 
apertur auf die num. Ap. des verwendeten Objektives abgestimmt sein.. 


Hilfsmittel und Vorgang der Untersuchung. 

Aus méglichst starkem, glasklarem Zelluloid oder aus Spiegelglas (Foto- 
platten) 1a8t man sich runde Scheibchen schneiden, die genau in den Dia- 
phragmentrager des Beleuchtungsapparates passen miissen. Sehr gut lassen’ 
sich auch die den Mikroskopen beigegebenen blauen (nicht mattierten!)’ 
larbglischen benutzen. Dann werden runde Scheibchen verschiedenen Durch- 
messers aus schwarzem Papier genau zentrisch auf die Glischen geklebt. 
Der optimale Durchmesser dieser Blenden kann durch ein paar Versuches 
leicht empirisch fiir jedes Objektiv ermittelt werden. Zu diesem Zwecke 
fertigt man sich eine Anzahl Scheibehen an, deren Durchmesser jeweils um; 
1 mm differierent. Diese Blenden werden nun nacheinander auf die | 


1 Fiir unsere Zwecke z. B. 12 Scheibchen mit Durchmessern von 8 bis 
20 mm. , 
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2 plattchen geklebt, wozu man am besten Immersionsél verwendet, damit die 
_ Scheibchen sich leicht wieder abheben lassen. Es wird dann einfach aus- 


probiert, welches Blendenscheibchen mit dem jeweiligen Objektiv den besten 
Dunkelfeldeffekt ergibt. Dieses Blendenscheibchen wird dann zum dauern- 
den Gebrauch auf einem Glaischen oder Zelluloidplittchen dauerhaft auf- 
geklebt. Die zu dem vielfach im Gebrauch beflndlichen zweilinsigen Konden- 


sor n. Ap. 1,20 von Zeiss passenden Blenden sind in Abb.1 in natiirlicher 


GréBe wiedergegeben. 


CS 


A B 
Abb. 1. Blendenscheibchen A und B, zum zweilinsigen Kondensor ° 


n. Ap. 1,20 von Zeiss passend, in natiirlicher GroBe. (Vergl. 
Tabelle I). 


Fiir bakteriologische Zwecke ist mit einem schwachen bis mittel- 


starken Objektiv und mdglichst starkem Okular zu arbeiten. Eine 


Zusammenstellung erprobter Kombinationen gibt die nachstehende Ta- 
belle. 


Tabelle I. Giinstige Kombinationen fiir den Kondensor 
n. Ap. 1,20 von ZEISS. 
eS EEE 


Pisnesus Objektiv Okular vets 
scheibchen groBerung 


= 


Leitz-Achromat 2 (6><) n. Ap. 0,20 20 >< 120 
25 >< 150 >< 


Zeiss-Apochrom. 6 ><, n. Ap. (ia bee 20 =< 120 =< 
Zeiss-Achrom. 6><, n. Ap. 0,17 — - 30 >< 180 >< 


Zeiss-Achrom. 8><, n. Ap. 0,20 20 >< 160 >< 
30 >< 230 >< 


Leitz-Achrom. 3 (10 ><), n. Ap. 0,25 20 x 200 >< 

Hie 2ole 250'S< 
Leitz-Apochrom. 16 mm, n. Ap. 0,30 20 >< 240 >< 
25 >< 300 >< 


Zeiss-Achrom. 10>, n. Ap. 0,30 20 >< 200 >< 
| Zeiss-Apochrom. 10 ><, n. Ap. 0,30 30 >< 300 >< 
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Tabelle I. (Fortsetzung.) 
i  ——————— 


Blees bbiedive Okular Vers & 
scheibchen : : ; groBerung : 
Zeiss-Achrom. 20>, n. Ap. 0,40 20 >< 400 < $ 
Zeiss-Apochrom. 20 ><, n. Ap. 0,65 30 >< 600 >< - : 

B Leitz-Achrom. 4 (20 ><), n. Ap. 0,45 15 >< 300 >< ; 

25 >< 500 >< 4 

Leitz-Apochrom. 8 mm, n. Ap. 0,65 I5s< 345 >< 

25 >< 515 > 


. 4 
Zur Beleuchtung ist eine gute Mikroskopierlampe erforderlich. Vorziiglich 
geeignet erwiesen sich die Modelle ,,Monla“ von Lerrz, ,,Sphirolux“, ,,Mikro-— 
lampe VI“ und ,,VII“ von Zeiss, ebenso die bekannten Punktlichtlampen. 
Verf. verwendet fiir die laufenden Untersuchungen die optische Bank der 
Hecener-Kamera mit Projektionslampe, Kollektor und Irisblende in Ver- 
bindung mit dem Mikroskopstativ L von Zeiss, eine Kombination, die sich 
fiir die hier mitgeteilte Methode der Beweglichkeitspriifung sehr gut bewahrt _ 
hat. Daneben sind aber auch einfachere Beleuchtungseinrichtungen, z. B, eine— 
starke Gliihlampe (opal) mit Schusterkugel, brauchbar. 4 
An die Priiparate werden keine besonderen Anforderungen gestellt. Die 
Aufschwemmungen seien nicht zu dick, Objekttriger und Deckgliser sauber © 
und kratzerfrei, die Dicke der Objekttriger soll 1,3 mm nicht iiberschreiten. _ 
Die Einstellung des Mikroskopes, Regulierung der Beleuchtung usw. 
erfolgen in gleicher Weise wie bei den iiblichen Hellfelduntersuchungen. 
Kin Kondensorwechsel ist nicht nétig, nur in den Diaphragmentrager 
des Beleuchtungsapparates ist das jeweils passende Blendenscheibchen 
einzulegen und durch Heben und Senken des Kondensors, allenfails” 
durch Korrektur der Spiegelstellung der optimale Dunkelfeldeffekt zu 
erzeugen. + 
Bei Verwendung des grofen Beleuchtungsapparates nach ABBE kann~ 
eine genaue Zentrierung des Blendenscheibehens mittels der verstellbaren 
lrisfassung vorgenommen werden. Bei einfacheren Beleuchtungssystemen 
mu mitunter eine einmalige Korrektur der Kondensorzentrierung vorge- 
rommen werden, um ein absolut einwandfreies Dunkelfeld ohne Azimut-) 
fehler zu erzielen. 
Vorziige des geschilderten Verfahrensg sind seine eroBe. 
Kinfachheit, die leichte Beschaffbarkeit und Billigkeit der Hilfsmittel. 
Die Herstellung der einfachen Deckglaspriparate erfordert wenig Zcit. 
Auf sorgfialtigen Ausschlu8 von Luftblasen braucht man durchaus nicht. 
zu achten; im Gegenteil erleichtern sie sogar mit ihrem hell leuchtenden 
tand ganz wesentlich das Einstellen, ohne das Bild zu beeintrichtigen. 
Andererseits sammeln sich aerophile Organismen gerade um solche 
Luftblasen an. Die durch Kombination von schwachem Objektiv und 
starkem Okular bedingte Gréfe des Gesichtsfeldes ergibt einen ausge- 
zeichneten Uberblick und auf dem dunklen Grunde fallen bewegliche 
Organismen tiberraschend schnell auf, selbst wenn sie nur in sehr geringer_ 
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Zahl vorhanden sind. Strémungsbewegungen sind als solche leicht zu 
erkennen, die Brownsche Molekularbewegung kann vielfach durch eine 
geeignete, d. h. nicht zu starke Gesamtvergriégerung soweit »gedaimpft* 
werden, da sie nicht stérend in Erscheinung tritt. 

Das einfache Deckglaspriiparat hat gegeniiber dem hingenden 
‘Tropfen keinerlei Nachteile, wie ich mich durch zahlreiche Vergleichs- 
proben tiberzeugen konnte. Durch das MiteinschlieBen von Luftbliischen 
kann man der Gefahr einer Schidigung besonders sauerstoffliebender 
Keime begegnen. Kommen dagegen Anaerobier zur Untersuchung, so 
hat das Deckglaspraparat vor dem hiingenden Tropfen sogar den 


_Vorzug. Zur Beweglichkeitspriifung von Anaerobiern hat sich mir 
_ Vielfach die Aufschwemmung der Kultur in Nahrlésung + Ascorbin- 


siure (Cebion, Cantan, Redoxon) sehr gut bewidhrt. 


Erfahrungen mit der Anwendung in der Praxis. 


Die geschilderte Methode der Beweglichkeitspriifung kénnte aber kein 


_anderes Interesse beanspruchen als das einer kleinen technischen Variante, 


wenn nicht praktische Erfahrungen besondere Vorteile nachgewiesen hitten. 
Von den vor allem in der ersten Zeit der Erprobung erfolgten Vergleichs- 
untersuchungen seien nur zwei kurz wiedergegeben. 

An 483 Stimmen der Coli-Aerogenes-Gruppe wurden vom Verfasser 
und einer Assistentin gleichzeitig Beweglichkeitspriifungen angestellt. 
Die Tabelle II gibt einen Uberblick tiber die Uberlegenheit der neuen 
Methode. Es wurde demnach nicht nur das Ergebnis giinstig beeinflubt, 


_ sondern tiberdies ein ganz wesentlicher Zeitgewinn erzielt. 


Tabelle Il. Unter 483 Stimmen der Coli-Aerogenes-Gruppe 
erwiesen sich beweglich 


! insgesamt nur mit der jeweiligen Methode 
im Hangetropfen 401 0 
im OLpEcop-Agar 416.- 2 
mit der neuen Methode 419 5 


Zahl der in einer Stunde ausgefiihrten Beweglichkeitspriifungen einschlief- 
lich der Priparatherstellung (Durchschnitt von 15 Stunden) 


Untersucher: Hangetropfen: Neue Methode: 
B. : 17 34 
1S 14 37 


Ein 1944 mit 9 Kursteilnehmern angestellter Versuch zeigte, dab hei 
wenig geiibten Untersuchern die oben genannten Vorziige des hier mit- 
geteilten Verfahrens ebenso deutlich oder noch starker zum Ausdruck 
kommen. Jeder Priifling erhielt 10 Stamme, die, wie die unmittelbar vorher 
vorgenommene Priifung zeigte, beweglich waren; z. T. allerdings nur wenige 
Individuen (Azotobacter, Bact. radiobacter, Bact. coli usw.). 
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Die 9 Untersucher fanden. in 90 Priparaten mit beweglichen otnent 


im Hingetropfen: mit der neuen Methode: 
bewegl. unbewegl. bendtigte Zeit bewegl. unbewegl. benétigte Zeit 
(Summe) (Summe) — 
76 14 9 Std. 20 Min. 88 2 4 Std. 35 Min. 


{Cae Endlich sei noch erwihnt, da sich dem Verf. die geschilderte Ver-_ 

ae suchsanordnung nicht nur bei Bakterien, sondern auch bei der Unter- — 
suchung anderer, sowohl pflanzlicher als auch tierischer Mikroorga- 

nismen (Algen-Schwiirmer, Pilz-Loosporen, Flagellaten, Infusorien — 

usw.) seit fast 10 Jahren bestens bewahrt hat. | 


Zusammenfassung. 


Es wird ein vom Verf. seit Jahren erprobtes Verfahren zur Be-— 
weglichkeitspriifung bei Bakterien beschrieben. Es erfordert bei ge- | 
ringsten Hilfsmitteln und bestméglichen Ergebnissen ein Minimum an } 
Zeit. 

Die Vorteile werden an Hand einiger Beispiele aus der Praxis be- — 
sprochen. Das Verfahren eignet sich auch zur Untersuchung anderer f 
beweglicher Micro qreaniamey, 


Aus der Wissenschaftlichen Station fiir Brauerei und der Gesellschaft fiir 
wissenschaftliche und technische Chemie Wirag, beide in Miinchen.) 


Zur Frage der Endokonidienbildung* bei 
Sporendonema casei Desm. 


Von 
SIEGFRIED WINDISCH. 


(Hingegangen am 2. September 1948.) 


Sporendonema casei ist 1826 von DESMAZIERES beschrieben worden. 
as wichtigste Merkmal dieses Fungus imperfectus ist, wie schon 
er Name andeutet, seine angeblich endogene Konidienbildung. Ob- 
ohl schon mehrfach (LinpAu, HENNEBERG) Zweifel daran geiuBert 
orden sind, haben doch auch LEMBKE und DE.iITscu, die letzten Be- 
rbeiter dieses Pilzes, daran festgehalten, daB es sich bei den vegeta- 
iven Vermehrungszellen dieses Pilzes tatsichlich um Endokonidien 
yandele, die also erst durch Zerbrechen der sie umschlieBenden 
ellen frei werden, wie auch BAINieR und LOUBIERE angenommen 
atten. Diese Auffassung wird allerdings dadurch bestirkt, dab die 
n Frage stehenden Zellen einzeln oder hintereinander in unver- 
weigten oder auch verzweigten Seitenhyphen stehen. Bei Unter- 
suchung von Sporendonema casei stiegen erneut Zweifel auf, ob 
ie fraglichen Vermehrungszellen als Endokonidien aufzufassen sind. 
aher wurden diese Gebilde niher untersucht. 

Ausgangspunkt fiir die Zweifel an ihrer endogenen Natur waren die 

efunde bei Geotrichwm- und Oospora-Arten. Eigene Studien an diesen 
a haben gezeigt, dal sie neben der durchweg verbreiteten primaren 
Gliedsporenbildung, d. h. dem einfachen direkten Zerfall beliebiger Zellen 
les ganzen Thallus, sich auch durch sekunddre Gliedsporen vermehren. 
Zellen mit Zerfall in sekundire Gliedsporen zeigen namlich manchmal 
ihnliche Bilder wie die Vermehrungszellen des Sporendonema casei. Ein 
leutlicher Unterschied der Gliedsporenbildung bei Geotrichum und Oopora 
regentiber Sporendonema casei ist, dab die spezifischen Vermehrungszellen 
nei letzterem auf Seitenzweige beschrinkt sind, wihrend die Gliedsporen- 
yildung gewéhnlich nicht auf Seitenzweige beschrankt bleibt. 

Sekundire Gliedsporen entstehen durch Aufteilung und Zerfall primarer 
Gliedsporen. Der sekundare Zerfall kann nach dem Freiwerden der primaren 
fliedsporen oder auch schon erfolgen, solange letztere noch im Hyphen- 
verband stehen. Bei dem sekundiren Zerfall kann die primare Gliedspore 
n zwei oder mehrere etwa gleich grofe Zellen zerfallen. Namentlich bei 


‘* Diese in der Spezialliteratur tibliche Bezeichnung ist hier beibehalten, 
ybwohl die strenge Definition der Konidie auf die exogene Entstehung 
yeschrankt ist. 
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Oospora-Arten zieht sich haufig das Plasma nach den beiden Zellendent 
zusammen und bildet dort je eine Gliedspore, wobei der Mittelteil der Zelle 
leer wird. Der obere und untere Teil der Zelle wird durch je eine Quer- 
wand sauber abgeteilt. Dabei entstehen oft kubisch scheinende, kurz- 
zylindrische bzw. nach Abrundung der Kanten kugelige Zellen als sekundiare 
Gliedsporen, die vielfach schon zu der Vermutung AnlaB gegeben haben. 
daB der betreffende Pilz auch zur hefeartigen Sprossung befiahigt seii 
Wird nun das Zellplasma nicht nach den Zellenden zusammengezogen, 
sondern bleibt es gleichmafBig verteilt und tritt dann eine Aufteilung im 
Zellen ein, die etwa so lang wie breit oder gar kiirzer sind, so kénnem 
Bilder entstehen, wie sie den friiheren Untersuchern des Sporendonema casee 
vorgelegen haben mégen und die sie zu der Annahme veranlabt haben, die 
vorgefundenen Vermehrungszellen als Endokonidien aufzufassen. 

Der wesentliche Unterschied zwischen Endokonidien, vorausgesetzts 
daB sie in einer Reihe hintereinander stehen, und sekundiren Glied4 
sporen besteht darin, daf die Einzelzellen a) wenn es Endokonidiem 
sind, noch von der Wand der Mutterzelle umschlossen werden, daft 
sie aber b) wenn es sekundiire Gliedsporen sind, keine Mutterzelleni 
wand um sich haben. Dieser Unterschied erméglicht folgende Uber+ 
legung: Vegetative Hyphen ohne Vermehrungszellen miiSten sich bes 
einer ZerreiBprobe mit der Glasnadel eines Mikromanipulators wie 
Bindfiiden verhalten, d.h. nach Uberschreiten ihrer Elastizititsgrenze 
miiBten sie, wahrscheinlich an den Septen, zerreiBen. Diese Verr 
mutung miibte ein Versuch mit der Mikromanipulatornadel bekraftigem) 
Handelt es sich bei den fraglichen Vermehrungszellen um Endokonidien) 
so miiften bei einer ZerreiBprobe die Fiiden entweder zellenweisé 
zerreiBen, wobei die Endokonidien in den Zellen verbleiben, me 
es miiBten die Einzelzellen unter Entlassung der Endokonidien zert 
reiBen. Handelt es sich dagegen bei den Vermehrungszellen unt 
reife Gliedsporen, so diirfte keine Elastizitit des Fadens festzustellen 
sein, und die Zellen mii®ten ohne merklichen Widerstand auseinande® 
geschoben werden kénnen. | 


Um diese Méglichkeiten durch den Versuch zu entscheiden, wurdd 
Sporendonema casei (der Stamm war vom Centraalbureau voo) 
Schimmeleultures in Baarn bezogen worden) reichlich in Molke mii 
3% NaCl (nach der Vorschrift von LemBke und Detirscu) eeimplti 
Von dieser Suspension wurden Trépfehenkulturen angeleet. De» 
Pilz wuchs langsam an. Nach etwa 2—3 Wochen fand sich, dal 
der Pilz das Deckglas diinn iiberwachsen und viele Seitenzweige mii 
Vermehrungszellen gebildet hatte. Der Pilz war aus den Trépfcher 
hinausgewachsen, und auch die Seitenzweige lagen dem Deckglas ant 
Nach vorsichtigem Abheben wurde das Deckglas umgekehrt hint 
gelegt und bei 100-facher Vergré®erung mit der Mikromanipulator 
nadel die Zerreifbprobe angestellt. Wie vermutet. waren die vegetativer 
Hyphen elastisch und rissen schlieBlich. Die Seitenzweige mit Ver 
mehrungszellen lieBen sich dagegen ohne weiteres auseinanderschiebem 
so dafi die einzelnen, bisher als Endokonidien angesprochenen Zeller 
einzeln lagen, ohne da Triimmer von Zellen, in denen sie enthalter 
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gewesen sein kénnten, zu sehen waren. Somit handelt es sich bei 


den vegetativen Vermehrungszellen des Sporendonema casei nicht 
um Endokonidien, sondern um Gliedsporen, Arthrosporen im Sinne 
von VUILLEMIN. Die Gliedsporen sind bei diesem Pilz so kurz, wie 
es bei Oospora-Arten nur die sekundiren Gliedsporen sind. Ihre 
charakteristische Form und ihre ausschlieBliche Bildung an Seiten- 
zweigen riickt sie dem gewoéhnlichen Konidienbegriff niher als den 


Arthrosporen, wenngleich sie entwicklungsmifig als solche anzu- 
sehen sind. 
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Beitrige zur 
Systematik der Volvocales-Gattung Polytoma.. 
I. Die Arten mit kugeligen Formen. | 


Von 
Franz MoEwus 
Mit 7 Textabbildungen. 


(Eingegangen am 15. Oktober 1948.) 


Die letzte systematische Ubersicht iiber die Gattung Polytoma ver-- 
danken wir A. Pascuer (1927). Zu dieser Gattung gehéren alle chloro-- 
phyllosen, zweigeiBligen Volvocales, deren Membran aufer der Papille: 
keine besonderen Ausgestaltungen besitzt; als Assimilationsproduktt 
wird Stirke gebildet (PrincsHEim 1927). ONpRaTsCHEK (1941) fordert* 
im AnschluB an Czurpa (1935), daB die Untersuchung an im Normal- 
zustand befindlichen Zellen vorgenommen werden mu, d.h. an: 
Zellen, die sich im ,,Lebenszustand héchster Vermehrungsfihigkeit™ 
befinden. ‘ 

In diesem Stadium gewihrt das Individuengemisch einen vollkommeni 
homogenen Anblick. Nach dem Uberschreiten der Teilungsphase nimmt die’ 
Kinheitlichkeit des Zellgemisches ab: es kommt zum Degenerations- 
zustand. Die Zellen reichern in der Regel Reservestoffe an. Werdenj 
Zellen dieses Stadiums in eine giinstige Nihrlésung gebracht, so setzen so~ 
fort Teilungen ein. Im Laufe dieses Stadiums, das als Regenerations- 
zustand bezeichnet wird, wird allmiihlich der Normalzustand wieder 
hergestellt. Es ist erstrebenswert, die Zellen stets im Normalzustand zu 
untersuchen. Das ist praktisch nicht immer durchfiihrbar, weil nicht jede 
Art in Kultur genommen wird. Jedoch lassen sich die meisten Polytoma- 
Arten nach der Peptonfaulkultur-Methode ziichten: auf den 
Boden einer sterilen, mit Watte oder Zellstoff verschlossenen Pulverflasche 
(von 200—250 cem Inhalt) kommen 0,2—0,4 ¢ Pepton, dariiber in 2 em hoher 
Schicht sterile Gartenerde, dann wird mit sterilem Leitungswasser vor- 
sichtig aufgefiillt (vgl. Srrestow 1929). In diesem Medium gedeihen fast 
alle Polytoma-Arten ausgezeichnet. Nach einer bestimmten Zeit sind nahezu 
alle Zellen, die eine sehr dichte Suspension bilden, in Teilung, d.h. im 
Normalzustand. Bakterien in diesen Kulturen liefern durch Abbau des Pep- 
tons die fiir Polytoma geeigneten Niihrstoffe. Auch Klonkulturen kénnen 
nach dieser Methode angelegt werden. Fiir erniihrungsphysiologische Unter- 
suchungen sind natiirlich bakterienfreie Kulturen erforderlich. Fiir die Be- 
urteilung der morphologischen Eigenschaften einer Polytoma-Zelle sind aber 
die nach der Peptonfaulkulturmethode geziichteten Klone véllig ausreichend. 
Bei Beobachtung von im Freien gesammelten Populationen muB man sehr 
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ee oneigin sein, aplseaheny der Normalzustand vorzuliegen scheint. Denn 

in einem eeteres eee Sey - s ae ph hroresmaven baw. Rassen 

stellen, da’ Beschreibun on ee fii t0s eee ree pee ering 
oe, BC gen von Arten oder Rassen nur an genetisch gleich- 
artigem Material, d.h. an Klonen, vorgenommen werden. 

d Man hat die Gattung Polytoma als ,,farblose Ausgabe“ der Gattung 

Chlamydomonas bezeichnet. Es gibt einige Chlamydomonas-Arten mit 
stark reduziertem Chloroplasten, die als Ubergangsformen zur chloro- 
phyllfreien Polytoma angesehen werden kénnen. Im systematischen Teil 
wird darauf hingewiesen, dai einige Polytoma-Arten in bestimmten 
Merkmalen mit Chlamydomonas-Arten tibereinstimmen. Ob es sich dabei 
um mehr als eine Analogie handelt, mu& vorerst offen bleiben. Viel- 
leicht erhielten wir Anhaltspunkte, wenn wir versuchten, Polytoma mit 
Chlamydomonas zu bastardieren. Derartige Versuche sind noch nicht 
unternommen worden. Innerhalb der Gattung Chlamydomonas sind be- 
reits drei Artenkreise mit Sicherheit bekannt: 1. die ewgametos-Gruppe 

(Morwus 1940), 2. die paradoxa-Gruppe (Hartmann 1934, Moewus 

1936), 8. die monoica-Gruppe (SrreHLow 1929). Zu jeder Gruppe ge- 

horen 83—5 Arten. Die Arten jeder Gruppe sind untereinander kreuz- 

bar. Jedoch ist es nicht méglich, Arten der 1.Gruppe mit Arten der 

2, und 3.Gruppe zu kreuzen, ebensowenig gelingen Kreuzungen zWi- 

schen Arten der 2. und 3. Gruppe. Es scheint demnach in der Gattung 

Chlamydomonas einige Artenkreise zu geben, die wenig miteinander 
verwandt sind. Méglicherweise gibt es auch in der Gattung Polytoma 
‘solche kreuzungssterilen Artenkreise. Deren Nachweis wire fiir die 

Systematik von Bedeutung. Bisher ist die Bastardierung von zwei 

Polytoma-Arten beschrieben worden, und zwar von P. ,,wvella“ mit 

P. Pascheri (Morwus 1935, 1937). Die Bastardzygoten waren normal 

keimfihig; aus den Tetradenanalysen ergab sich, dai die Chromosomen- 

garnituren beider Arten homolog sind. 

Die Zahl der Eigenschaften einer Polytoma-Zelle ist, wenn wir die 
mikroskopische Untersuchung bei 6—1200facher VergréBerung als ge- 
niigendes Hilfsmittel ansehen, beschrinkt. Wir kénnen bestimmen: 

1. die ZellgréBe an erwachsenen, kurz vor der Teilung stehenden 
oder in Teilung befindlichen Zellen; angegeben wird die grote Lange 
und Breite in w. 

29. die Zellform durch Zeichnen mit dem Zeichenapparat; dabei ist 
darauf zu achten, daf die Zellen in der GeiBelebene und senkrecht dazu 
beobachtet werden, um evtl. vorhandene Asymmetrien zu erkennen. 

3 die Dicke der Zollmembran laft sich nicht in jz angeben; von 
einer diinnen Membran sprechen wir, wenn sie dem Protoplasten so 

eng anliegt, daf sie von diesem kaum unterschieden werden kann und 
erst nach Plasmolyse der Zellen sichtbar wird; andernfalls ist die Mem- 
bran als derb zu bezeichnen. 

4. die anliegende oder abgehobene Membran; die Mem- 

bran kann dem Protoplasten allseitig anliegen oder sie steht am ba- 

salen Ende bzw. an weiteren Teilen der Zelle vom Protoplasten ab. 

die Membranpapille, ihr Vorhandensein oder Fehlen oder ihre 


Form. 


as 
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6. die Plasmapapille, ihr Vorhandensein oder Fehlen; eine Plasma- 
papille kommt dadurch zustande, da$ am Vorderende der Protoplast 
schnabelartig zusammengezogen ist. 

7. der Augentfleck (Stigma), sein Vorhandensein oder Fehlen, seine 
GroéBe, Form und Lage in der Zelle. 

8. die GeiBellange mira als x-fach kérperlang angegeben. 

9. die GeiBelhaltung; dieses bisher wenig beachtete Merkmal ist 
von systematischer Bedeutung; die GeiBeln kénnen beim Schwimmen 
nach vorn gerichtet oder nach “hinten zuriickgeschlagen sein. 

10. die GeiBelinsertion; bei Fehlen einer Papille kénnen die GeiSeln) 
dicht nebeneinander oder voneinander entfernt durch die Zellmembran} 
treten: bei Vorbandensein einer Papille kann die Geifelinsertion ver- 
schieden sein. 

11. die kontraktilen Vakuolen, ihre Zahl und Lage in der Zelle.: 

12. die Tochterzellen, ihre Zahl im Zoosporangium und ihre Form 
in der Mutternhiille. 

13. die Sexualitat, die Zahl der Gameten im Gametangium, die mor- 
phologischen Eigenschaften der Gameten, morphologische Geschlechts-- 
verschiedenheiten, Kopulationsverlauf, Geschlechterverteilung (Mondzie,,, 
Didzie). 

14. die Zygote, ihre GréBe, Form, Farbe, Membranausgestaltung, Kei-- 
mungsart; evtl. Form und Bildung einer Planozygote. 

15. die Bildung von Palmellen. 

16. die Bildung von Aplanosporen und Akineten, deren Grofe,. 
Form und Farbe zu bestimmen ist. 

Auch der Lage des Zellkerns (Zellmitte, vordere oder hintere: 
Zellhalfte) scheint eine Bedeutung zuzukommen. Mit Olimmersion 14Bt er! 
sich an lebenden Zellen deutlich erkennen. Ebenso scheint die Form und! 
GréBe der Stirkekérner artspezifisch zu sein. Untersuchungen iiber die: 
Stirkekérner bei Polytoma-Arten wiiren sehr erwiinscht. 


Um eine Polytoma-Zelle abzubilden, geniigt es, wie es bereits: 
OnpraTscHEK (1941) getan hat, die Zellumrisse einschlieBlich der 
Papille zu zeichnen. Vom Inhalt sind anzugeben: die kontraktilen 
Vakuolen, der Augenfleck und der Zellkern. Auch die GeiBeln diirfen. 
nicht vergessen werden. Denn die Zeichnung ist ein wichtiger syste- 
matischer Beleg. Ist die Zellmembran diinn, dann wird nur eine Umrib- 
linie, ist sie derb, werden zwei UmriBlinien gezeichnet. 

Die vorliufig abgeschlossenen Untersuchungen sollen in mehrere 
Teile gegliedert. werden; in dem vorliegenden Teil I werden die kugel- 
formigen Arten behandelt, spiiter die ellipsoidischen, zylindrischen, 
ovalen und speziell geformten Arten. Dann sollen ein Bestimmungs- 


schliissel und einige genetische Experimente zur Aufstellung von Arten- 
kreisen folgen. 


I. Die kugelformigen Polytoma-Arten. 


Kugelige Formen sind in der Regel leicht als solehe erkennbar. Oft 
beobachtet man in solchen Klonkulturen auch ellipsoidisch geformte 
Zellen. Das ist darauf zuriickzufiihren, daB bei manchen Arten die 
gerade frei gewordenen Tochterzellen ellipsoidisch sind. Nach der ein- 
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gangs aufgestellten Forderung diirfen aber nur kurz vor der Teilung 
stehende oder in Teilung befindliche Zellen untersucht werden. Wird 
das getan, dann stellt sich heraus, da die Zellen alle kugelig sind. 
Bisher ist nur eine zu dieser Gruppe gehdrige Art beschrieben worden, 
P. tetraolare Pascher (1927). Fiinf neue Arten und eine umbenannte, 
yon OnpratscHEK (1941) beschriebene Art werden im folgenden an- 
gefiihrt. Alle Polytoma-Arten sollen der Reihe nach nummeriert werden. 


1. Polytoma microsphaericum Moewus nov. spec. 


Zellen kugelig, 5—7 yu, Membran diinn, anliegend, ohne Papille uad 
ohne Plasmapapille. Augenfleck dquatorial, scheibenformig, klein. Geifeln 
zweimal kérperlang, nach vorn gerichtet, dicht nebeneinander inseriert. 
Vorn zwei kontraktile Vakuolen, Durch Lingsteilung zwei breit ellipsoidische 
Tochterzellen. Kern zentral. Starkekérner klein, kugelig. Sexualitit und 
andere Stadien unbekannt. Abb.1aund b. Gefunden im botanischen Garten 
Berlin-Dahlem 1933. 

Wenn es auch meist nicht méglich ist, die betreffende Form 
einige Zeit nach dem Sammeln an dem gleichen Standort wieder zu 
finden, erscheint es doch angebracht, den Fund- 
ort stets anzugeben. Es ist vielleicht spater ein- 
mal interessant, die verschiedenen Fundorte zu 
vergleichen. 

Klone dieser Art sind in Peptonfaulkulturen 
geziichtet worden. Die Zellen vermehren sich 


darin ausgezeichnet. Die GeiSeln sind beim ee 
Schwimmen stets nach vorn gerichtet. Die Form . ©) 

des Augenflecks erkennt man, wenn man die 

Zellen von oben, in der Geifelebene und senk- a b 


recht dazu betrachtet. In welcher Weise diese app. 1, Polytoma microsphae- 
Art ungiinstige Lebensbedingungen iiberdauert, ee ee sa 
ist noch unbekannt. In Peptonfaulkulturen, die 2000 X. 

lingere Zeit nicht tibertragen worden sind, | 

gehen die Zellen zugrunde, ohne daB® es zur Bildung von Gameten oder 
Ruhezustaénden kommt. 


2. Polytoma tetraolare Pascher (1927). 


Zellen kugelig, 14—17 wu, Membran diinn, ohne Papille, vom Vorderende 
ab nach hinten allmihlich zunehmend vom Protoplasten abgehoben. Proto- 
plast an der GeiBelaustrittsstelle zu einer kleinen Plasmapapille vorgezogen. 
Augenfleck ‘quatorial oder etwas oberhalb, klein, strichformig. GeiBeln 
zweimal koérperlang, nach vorn gerichtet, dicht nebeneinander inseriert. 
Vorn vier kontraktile Vakuolen. Zwei oder vier ellipsoidische Tochterzelien, 
Teilung der Linge nach angelegt, dann Querdrehung. Kern vor der Zell- 
mitte, Stirkekérner groB, liinglich. Isogamie. Monézie. Planozygote breiter 
als lang, 2—3 Tage beweglich. Zygote ellipsoidisch, 16:10 y, mit streifigen 
Verdickungsleisten, blaBrot gefirbt, bei der Keimung vier ellipsoidische 
Gonen liefernd. Abb. 2a—d. Gefunden im botanischen Garten in Prag 


a 
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‘gwischen faulenden Tribonemen, im Garten des pflanzenphysiologischen 
Instituts in Berlin-Dahlem in abgestorbenen Spirogyra-Watten. 

In Peptonfaulkulturen (Klone) bildet P. tetraolare, nachdem ge+ 
alterte, im Degenerationszustand befindliche Zellen itbertragen word 
sind, durch Aufteilung in acht Zellen Gameten von ellipsoidischer Form. 
Diese verschmelzen paarweise zu einer viergeiBligen Planozygote, di 


Abb. 2. Polytoma tetraolare. a = vegetative Zelle, b = Kopulationspaar, c = Planozygote, d= 
Zygote. Vergr. a—e 2000 X, d 1500 X. 


breiter als lang ist und 2—3 Tage umherschwimmt. Nach dem Ab- 
werfen der GeiBeln wird eine ellipsoidische Zygote gebildet, bei deren 
Keimung vier Gonen entstehen. Da die von einer Klonkultur gebildeten 
Gameten kopulieren, ist P. tetraolare monézisch. PascHer (1927, p. 391) 
gibt als Durchmesser 9—17 4 an. Diese Variationsbreite erklirt sich 
dadurch, dai er auch nicht ausgewachsene Zellen gemessen hat. P. te- 
‘raolare ist vor allem durch die GréBe, durch die abstehende Membran 
und durch die vier kontraktilen Vakuolen von P. microsphaericum und 
anderen kugeligen Polytoma-Arten unterschieden. 


3. Polytoma pseudotetraolare (Ondratschek 1941) Moewus nov. nom. 


Zellen kugelig, 8—11 yw, selten breit ellipsoidisch, dann 10:8 y, mit 
diinner, anliegender Membran ohne Papille. Ohne Augenfleck, Geifeln 
1!/2mal k6rperlang, dicht nebeneinander inseriert, nach vorn gerichtet. 
Keine Plasmapapille. Vorn vier kontraktile Vakuolen. Zwei oder vier ellip- 
soidische Tochterzellen. Kern zentral. Stirkekérner kugelig. Isogamie, 
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Mondzie. Kugelige Planozygote bis 7 Tage umherschwimmend. Zygote 

kugelig, 10 u, mit glatter Membran. Abb.3a—d. Fundort unbekannt. 
Diese Art ist von ONpratTscHEK (1941) als P. tetraolare var. astig- 

matum beschrieben worden. An Hand einer aus Prag iibersandten 


O 


©) 


a d 


Abb. 3. Polytoma pseudotetraolare. a = vegetative Zelle, b = Kopula- 
tionspaar, ec = Planozygote, d= Zygote. Vergr. a 2000 *, b—d 1500. 


ford 


Kultur konnte sie mit der vorigen Art verglichen werden. Es ergab 
sich eindeutig, daB sie von dieser verschieden ist. Die Unterschiede 
bestehen in folgenden Merkmalen: 1. ZellgréBe. Der Durchmesser der 
Zellen betrigt nur 8—11y. 2. Zellform. Die Zellen, die sich gerade 
zur Teilung anschicken, sind nicht immer kugelig, sondern gelegent- 
lich breit ellipsoidisch, so daB® sich die von ONDRATSCHEK gegebenen 
Ausmafe von 10:8, ergeben. In Peptonfaulkulturen, in denen sich 
die Zellen stark vermehren, sind etwa 90 °/o aller Zellen kugelig. 3. Zell- 
membran. Sie ist niemals abgehoben, auch in alternden Kulturen nicht. 
GNpDRATSCHEK bildet auch keine abgehobene Membran ab. 4. Der Augen- 
fleck fehlt. 5. Die GeiBeln sind nur 1!/2mal kérperlang. 6. Der Kern 
liegt zentral, nicht oberhalb der Zellmitte. In Peptenfaulkulturen 
konnte auch Gametenbildung ausgelést werden. Die zu vier entstehenden 
ellipsoidischen Gameten einer Klonkultur verschmelzen zu einer kuge- 
figen Planozygote, die 5—7 Tage umherschwimmt. Die kugelige Zygote 
lat eine glatte Membran und nur einen Durchmesser von 10 4. In den 
Figenschaften der Planozygote und der Zygote unterschieden sich beide 
Arten sehr wesentlich. Es sei hier schon hervorgehoben, daw beide 
Arten nicht miteinander bastardierbar waren, So da die von ONpRA- 
rscHek beschriebene Form nicht eine Rasse von P. tetraolare, sondern 


cine selbstiindige Art darstellt. 


4. Polytoma palmelloides Moewus nov. spec. 


Zellen kugelig, 18—22 4, mit derber Membran, ohne Papille. Membran 
rings um den Protoplasten gleichmaBig abgehoben. Protoplast mit grober 
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Plasmapapille. Augenfleck im ersten Zelldrittel, kugelig. Geibeln einmal | 
kérperlang, nach vorn gerichtet, weit voneinander inseriert. Vorn zwei kon- - 
traktile Vakuolen. Vier kugelige Tochterzellen. Kern zentral. Starkekérner : 


a 


kugelig. Sexualitét unbekannt. Pal-- 
mellenlager aus 8 oder 16 Zellen. Ge-- 
funden in der Umgebung von GieBen, 
1930. Abb. 4a und b. 

Fiir P. palmelloides ist die derbe, , 
gallertige, abstehende Membran, die » 
Plasmapapille und die Ausbildung: 
kleiner palmelloider Lager charak-- 
teristisch. Derartige Palmellen sind| 
bisher fiir keine Polytoma-Artt 


Abb. 4. Polytoma palmelloidea. a= vegetative Zelle, b = 4zelliges Palmellenlager. Vergr. 2000. . 


beschrieben worden. In Peptonfaulkulturen entstehen im bakteriellen. 
Oberflachenhiutchen diese Lager. 


5. Polytoma macrosphaericum Moewus nov. spec. 


0 


Vegetative Zelle. 


Ne 
Oo 


Abb. 5. Polytoma macrosphaericum. 


Vergr. 2000 X. 


Zellen kugelig, 16—20 yw, Membran diinn,, 
anliegend, zu einer grofen, scharf abgesetzten’ 
Papille in Form eines vorn eingedellten Kegel-. 
stumpfes verdickt. GeiBeln 3/4 mal k6érperlang,; 
an den oberen Kanten der Papille austretend.|! 
Keine Plasmapapille. Augenfleck ellipsoidisch,, 
an der Grenze des ersten und zweiten Zell-. 
drittels. Vorn zwei kontraktile Vakuolen. Kern, 
zentral. Vier kugelige Tochterzellen. Stirke-. 
kérner sehr klein, kugelig, Sexualitiit und an- 
dere Bildungen unbekannt. Gefunden auf den: 
Rieselfeldern Diilmen in Westfalen, 1932, Abb. 5.) 


Charakteristisch fiir P. macrosphaericum 
ist die Papillenform und die Art des Geifiel- 
austritts. Derartig eingedellte Papillen sind 
auch bei Chlamydomonas nicht beschriebent 
worden. 
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6. Polytoma uliginosum Moewus nov. spec. 


Zellen kugelig, 20—25, Membran diinn, anliegend, zu einer kegel- 
stumpfartigen Papille verdickt. Geifeln kérperlang, an der Ansatzstelle 
der Papille hervortretend, nach vorn ge- 
richtet. Ohne Augenfleck. Keine Plasma- 
papille. Vorn zwei kontraktile Vakuolen. 
Kern in der vorderen Zellhalfte. Vier kuge- 
lige Tochterzellen. Starkekérner grob, kuge- 


lig. Sexualitiit und andere Bildungen unbe- 


kannt. Gefunden im Plagefenn bei Chorin 
(Brandenburg), 1931, Abb. 6. 

Von der vorigen Art durch die Pa- 
pillenform und den Geifelaustritt, sowie 
durch das Fehlen des Augenfleckes deut- 
lich unterschieden. 


7. Polytoma oogamum Moewus Gc 
nov. spec. 


Zellen kugelig, 25—30 4, Membran derb, 
anliegend, mit kegelstumpfartiger, abge- 


 setzter Papille, ohne Plasmapapille. Geifeln 


k6rperlang, nach vorn gerichtet, an der Pa- 

pillenansatzstelle austretend. Vorn zwei kon- 

traktile Vakuolen. Kern zentral. Augenfleck 

&quatorial, klein, kurz strichformig. Starke- 

kérner kugelig. Vier oder acht ellipsoidische 

Tochterzellen. Spermatozoiden ellipsoidisch, 

zu 32, mit zweimal kérperlangen Geibeln, Abb. OS Psijtomanlepninen Veeete: 
ohne Augenfleck, nur 6:4 4 gro6b. Oogamie. tive Zelle. Vergr. 2000 X. 
Monézie. Zygote kugelig, glattwandig. 25 bis 

30 uw, mehrschichtige Membran. Isoliert aus zwei Jahre altem Grundschlamn 
yon einem Teiche in Posen. Abb. 7 a—j. 


P. oogamum vermehrt sich in Peptonfaulkulturen nur langsam. 
Etwas giinstiger ist die Entwicklung, wenn statt Pepton Blutfibrin ver- 
wendet wird. In Klonkulturen, die mit Blutfibrin angesetzt waren, 
konnte die geschlechtliche Fortpflanzung genauer verfolgt werden. Zum 
ersten Mal wurde fiir eine Polytoma-Art Oogamie festgestelit. Trotz 
Oogamie war die Geschlechterverteilung monézisch. In einer Klon- 
kultur verliert ein Teil der ausgewachsenen Zellen die Geifeln. Sie 
werden damit zu Eizellen, die sich in kurzer Zeit auf 30—40 mu ver- 
gréBern (Abb. 7b); dabei bleibt die Papille deutlich sichtbar, sie ist nur 
etwas breiter geworden. Andere vegetative Zellen teilen sich schnell 
fiinfmal hintereinander in 32 ellipsoidische Spermatozoiden von 6:4 u 
GréBe auf. Die Spermatozoiden haben zweimal kérperlange GeiBeln, 
aber keinen Augenfleck; ihre Papille ist im Verhaltnis zur ZellgréBe sehr 
miichtig (Abb. 7¢). Mustert man unter>dem Mikroskop einen Tropfen 
durch, in dem sich Hizellen und Spermatozoiden befinden, dann sieht 
man, da® sich um die grofen Eizellen, in der Nihe ihrer Papille, 3-—8 
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Abb. 7. Polytoma oogamum. a= vegetative Zelle, b = Kizelle, e=Spermatozoid, d= Kizelle 
von Spermatozoiden angeschwiirmt, e = ein Spermatozoid beginnt mit der Hizelle zu ver- 
schmelzen, f = Hindringen des Spermatozoid-Protoplasten, g = Spermatozoid eingedrungen, det 
Kikern wandert ihm entgegen, h = Ausscheiden der Zygotenmembran, i= Zygote mit mehr 
schichtiger Membran, | = keimende Zygote mit 4 Gonen. Vergr.: a 2000, b—j 1000 X. 
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Spermatozoiden ansammeln (Abb. 7d). GréBere Gruppen kamen nicht 
zur Beobachtung. Ein Spermatozoid verschmilzt dann mit der Kizelle. 
Die Verschmelzung beginnt an den Papillen (Abb. 7e). Der Inhalt des 
Spermatozoids wandert durch die enge Offnung von Papillenbreite in 
die Eizelle (Abb. 7f), bis schlieBlich die leere Spermatozoidenhiille der 
Eizelle aufsitzt (Abb.7g). In der Eizelle ist der Spermatozoid-Proto- 
plast mit dem kleinen Kern deutlich erkennbar. Der anfangs zentral 
gelegene Eikern wandert zum Spermatozoiden und dort erfolgt die 
Karyogamie. Die kugelige Zygote, deren Membran aus mehreren 
Schichten besteht (Abb. 7h,i), hat einen Durchmesser von 25—30 wu. 
Der Inhalt fiirbt sich nach einiger Zeit rétlich. Nachdem das Sperma- 
tozoid in die Eizelle eingedrungen ist, werden von innen her meh- 
rere Membranschichten unter Kontraktion des Inhalts ausgeschieden 
(Abb. Th); die duBere Hiille der Eizelle mit der aufsitzenden Sperma- 
tozoidmembran zerreift. Bei der Zygotenkeimung entstehen vier ellip- 
soidische Gonen (Abb.7j). Die vier Gonen einer Zygote wurden ge- 
trennt aufgezogen. In jeder der vier Gonenkulturen fanden spater 
Kopulationen statt, ein Beweis dafiir, dai P. oogamum mondézisch ist. 


Il. Ubersicht iiber die kugeligen Polytoma-Arten. 


Um einen Uberblick tiber die Eigenschaften der bisher bekannten 
sieben Polytoma-Arten, die eine kugelige Gestalt haben, zu gewinnen, 
sind die systematisch wichtigsten Merkmale in den Tabellen 1 und 2 
zusammengestellt worden. Wir entnehmen den Tabellen, dai sich die 
sieben Arten jeweils in mehreren Merkmalen unterscheiden. Die Zu- 
sammenfassung der kugeligen Arten besagt keinesfalls, da sie mit- 
einander verwandt sind. Dafiir liegt nicht der geringste Anhaltspunkt 
vor. Es ist schon darauf hingewiesen worden, daf& P. tetraolare und 
P. pseudotetraolare nicht pastardierbar sind. Gameten beiderlei Arten 
zeigen nicht die geringste Affinitiit zueinander. Dariiber wird im letzten 
Teil dieser Serie von Arbeiten niher berichtet werden. Will man aber 
Polytoma-Arten bestimmen, so wird man zweifellos die kugeligen Arten 
zu einer Gruppe zusammenfassen. Nur aus diesen praktischen Gesichts- 
punkten heraus werden die Tabellen 1 und 2 gebracht. 

Einmal sind die sieben Arten in ihren GroBen deutlich verschieden. 
Form, GréBe und Lage des Augenfleckes sind auch sehr charakteristisch. 
Als systematisch wichtige* Merkmale haben zu gelten: Zellgrébe, 
Membraneigenschaften, Augenfleckeigenschaften, GeiBeleigenschaften, 
kontraktile Vakuolen, auch die Zellteilung ist hierher zu rechnen. 
Weniger ,,wichtig’ sind vorliufig die Lage des Zellkerns, Form und 
GréBe der Stiirkekérner, sowie andere Bildungen wie Palmellen, Aki- 
neten, Aplanosporen und Zygoten, weil diese nur selten zu beobachten 
sind. : 

Es soll jetzt noch auf einige Xhnlichkeiten zwischen den sieben 
Polytoma-Arten und Chlamydomonas-Arten hingewiesen werden. Kugel- 
 formige Chlamydomonas-Arten sind in groBer Zahl bekannt (PascHER 
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1927, 1930, Pascuer-JaHopa 1928, GEeRtorr 1940). P. microsphaericum 
hat groBe Ahnlichkeit mit Chlamydomonas microsphaereila Pascher- 
Jahoda, bei der die Tochterzellen jedoch eif6rmig sind und der Zell- 
kern in der vorderen Zellhiilfte liegt. Von WOLLENWEBER (in PASCHER 
1927) ist eine Chlamydomonas-Art mit vier Vakuolen beschrieben 
worden, Chi. tetraolare, die mit P. tetraolare in dem Verlauf der 
geschlechtlichen Fortpflanzung sehr ahnlich ist. Chlamydomonas-Arten 
mit gallertigen Membranen wie bei P. palmelloides sind mehrere be- 
kannt. Eine gewisse Ahnlichkeit hat P. palmelloides mit Chlany- 
domonas mucosa (Korschikoff) Pascher und mit Chl. gloeosphaera 
Pascher-Jahoda. P. uliginosum hat mit Chlamydomonas Korschikoffia 
Pascher einen gleichartigen Standort und im grofen und ganzen sehr 
iibereinstimmende Eigenschaften. Oogamie ist bei Chlamydomonas 
mehrfach bekannt. Die gréBte Ahnlichkeit besteht vielleicht zwischen 
P. oogamum und Chlamydomonas cingulata Pascher (= Chi. monadina 
Stein), die gleichfalls oogam ist. 


Zusammenfassung. 


Es werden auf Grund eigener Beobachtungen sieben Polytoma-Arten, 
die eine kugelige Gestalt haben, beschrieben. Fiinf Arten sind neu. In 
zwei Tabellen werden die systematisch wichtigen und weniger wich- 
tigen Eigenschaften zusammengestellt. An drei Arten konnte die ge- 
schlechtliche Fortpflanzung genauer verfolgt werden. Zwei Arten, 
P. tetraolare wnd pseudotetraolare, sind isogam und mondézisch, sie 
pilden Planozygoten, eine Art ist oogam und monozisch. In der 
GréBe, Form, Membran und Farbe der Zygoten unterscheiden sich die 
drei Arten deutlich. Von einer Art ist Palmellenbildung bekannt. 
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Untersuchungen 
iiber den Kiltetod von Mikroorganismen. 


Von 
BERND STILLE. 


Mit 3 Textabbildungen. 
(Eingegangen am 1, November 1948.) 


Die Lebenstitigkeit der Mikroorganismen in ihrer Gesamtheit — ins- 
besondere aber zahlreicher Bakterienarten -— ist innerhalb sehr weiter 
‘emperaturgrenzen eingeschlossen. Die obere Grenze dieses Bereiches liegt 
bei etwa 70° C und wird durch mehrere thermophile Arten erreicht, wahrend 
auf der anderen Seite nach den Feststellungen TscHistsJAKows und seiner 
Mitarbeiter verschiedene Basterien-, Hefe- und Schimmelpilz-Arten erst 
wesentlich unterhalb des Nullpunktes ihr Wachstum einstellen. So soll z. B. 
das Temperaturminimum fiir die Entwicklung von Bact. fluorescens, Flavo- 
bact. flavescens und einiger Mikrokokken bei —5° C und fiir Flavobact. 
sulfureum, Bact. lactis viscosum, Penicillium glaucum, Botrytis cinerea, 
Cladosporium herbarum, Chaetostylum Fresenti und Thamnidium elegans 
sogar bei —8° © liegen. Dabei ist durchaus unwesentlich, ob das Substrat 
gefroren ist: indessen befindet sich das Protoplasma der erwiihnten Organis- 
men Ssicherlich stets nur im unterkiihlten Zustand. 

Wihrend durch ausreichendes Erhitzen mit Sicherheit véllige 
Sterilitit erreicht wird, fiihren tiefe Temperaturen im allgemeinen nur 
eine mehr oder weniger starke Verminderung des urspriinglichen Keim- 
gehaltes herbei, wie schon in ilteren Arbeiten von Picret, CHopat und 
McFaypen ermittelt wurde. Diese Tatsache, daB ein gewisser Prozent- 
satz der Mikroorganismen dem Kiilteeinflu® anheimfillt, wiaihrend die 
iibrigen lebensfihig bleiben, lift sie iiber den engeren Rahmen der 
Mikrobiologie hinaus als Versuchsmaterial fiir allgemeine Unter- 
suchungen iiber den Kiiltetod der Zelle als besonders geeignet er- 
scheinen, und es sei hier nur auf folgende Punkte hingewiesen: 

1. Bei den Mikroorganismen finden sich alle méglichen Resistenz- 
unterschiede, die der Frage nach dem Mechanismus des Kiltetodes 
zahlreiche Ansatzpunkte bieten; 

2. Der Anteil der iiberlebenden und der abgestorbenen Zellen lift 
sich statistisch zuverlissig durch Plattenkultur nach dem Verdiinnungs- 
verfahren ermitteln; 

3. Wihrend die Zellen héherer Organismen stets in einer Kor- 
relation zueinander stehen und der Tod oder die Schidigung einzelner 
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Zellen auch die Nachbarschaft in Mitleidenschaft zieht, reagieren die 
Einzeller innerhalb einer Aufschwemmung weitgehend unabhingig von- 
einander; 

4. Das Milieu, in dem sich die Mikroorganismen wihrend des Ein- 
frierens befinden, 1i®t sich in beliebiger Weise modifizieren (durch 
Anderung der Wasserstoffionenkonzentration, des osmotischen Wertes, 
des Kolloidgehaltes und durch Zugabe bestimmter Kationen und An- 
ionen) und dadurch der Einflu®B der verschiedenartigsten Umwelt- 
faktoren, die die schaidigende Wirkung der Kalte bzw. des Auftauens 
auf die Zelle unterstiitzen oder abschwiichen, ermitteln. Im Gegensatz 
dazu sind die Zellen héherer Organismen, da sie sich innerhalb eines 
Zellverbandes befinden, derartigen Umwelteinfliissen wesentlich schwerer 
zugiinglich. 

Die Frage nach der Natur des Kiiltetodes beriihrt eines der inter- 
essantesten, aber auch der umstrittensten Probleme der Protoplasma- 
forschung. Seit mehr als hundert Jahren ist dieses Gebiet Gegenstand 
zahlreicher Untersuchungen gewesen; dabei wurden die verschiedensten 
— sich teils ergiinzenden, teils widersprechenden — Theorien iiber den 
Kaltetod entwickelt, deren wesentlichste hier in kurzen Ziigen umrissen 
werden sollen (ausfiihrliche Literaturangaben finden sich in der Proto- 
plasma-Monographie von BELEHRADEK): 

1. Die ilteste Meinung, die auch von pu HaAmev (1758) und von SENNE- 
pier (18@0) geiiuBert wurde, war, daB die Zellen durch die beim Gefrieren 
des Wassers eintretende Ausdehnung mechanisch zum Zerplatzen gebracht 
wiirden. Sie wurde jedoch bereits 1830 aufgegeben, als GiprerT nachweisen 
konnte, da® die Pflanzenzellen nach dem Gefrieren keine derartigen Schaden 
aufweisen. 

2. Sacns und Hoprre-SevLeR nahmen auf Grund von Untersuchungen an 
pflanzlichen und tierischen Geweben an, dab die Eisbildung in den Zellen 
nicht so sehr entscheidend sei, da® aber das Protoplasma wihrend des Auf- 
tauens durch das ausgefrorene Wasser iiberschwemmt und dadureh ge- 
schidigt wiirde, wobei langsames Auftanen die Zelle vor dem Tode retten 
kénne. Dieser Theorie schlossen sich in neuerer Zeit insbesondere AKERMAN 
und Ivsin an, und auch Kesster und Rusianp sind wesentliche Beitrige uni 


Eergiinzungen zu dieser Auffassung zu verdanken. 


3. Innerhalb und auferhalb der Zelle tritt Eisbildung ein, so da der 
Zellinhalt. entweder durch die Kristallbildung mechanisch oder aber durch 
Kiltekoagulation der Plasmakolloide physiko-chemisch zerstért wird (Sacus, 
Mouiscu, Lorrermoser und STILes.) 

4. Beim Gefrieren wird der Zelle Wasser entzogen (MULLER-THURGAU, 
1880), dadurch steigt die Konzentration der im Protoplasma gelésten Stoffe 
derart, daB sie eine Giftwirkung austiben und das kolloidale Gleichgewicht 
des Protoplasmas stéren (GORKE, FISCHER und Harvey; ferner WIEGAND, 
Kyiin, Scuanper und Scnarryit). 

5. Nach Maximov, Lepescuxin und Ran bewirken die beim Gefrieren 
auBerhalb der Zelle sich bildenden Eiskristalle durch mechanischen Druck 
von auBen her die Koagulation und Denaturierung der Plasmakolloide. 

6. Nach Ansicht von Mxz soll der Kiltetod ohne Kisbildung bei Unter- 
schreiten bestimmter spezifischer Temperaturminima eintreten; die Eis- 
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bildung soll sogar gegebenenfalls eine Schutzwirkung ausiiben, da sie did 
Wirmeleitfihigkeit vermindert und dadurch eine zu rasche Unterkiihlung: 
der Gewebe verhindert. Dieser Vorstellung schlossen sich auch BARTEZK( 
und Raum auf Grund von Untersuchungen an Schimmelpilzen und Insekten ani 

Die Gegensiitze zwischen den verschiedenen Auffassungen diirfter 
sich z.T. aus der Tatsache erkliren lassen, dafi einerseits von der 
einzelnen Autoren ganz verschiedene Organismen bzw. deren Teile zu 
den Untersuchungen herangezogen wurden, und sicherlich diirfte des 
Kiltetod bei der Vielzahl der untersuchten Objekte nicht in jedent 
Kinzelfall durch die gleiche Schidigungsart herbeigefiihrt werdeni 
Andererseits ist ferner zu bedenken, da jene morphologisch feststell 
paren Veriinderungen, die den getéteten Organismus kennzeichnen) 
durchaus sekundirer Art sein kénnen und lediglich das Endglied eines 
Reaktionskette darstellen, die erst nach Eintritt eines primar tédlichen: 
aber der Beobachtung entzogenen Ereignisses eingeleitet wird. So iss 
es denn auch verstiindlich, daB diese Schwierigkeiten einer subjektiver 
Deutung besonders weiten Spielraum lassen. 


Die folgenden Untersuchungen iiber den Kiiltetod beschriinken si¢h: 
aus den bereits friiher erwiihnten Griinden ausschlieBlich auf Mikro) 
organismen. Sie sollen in erster Linie eine Sammlung von Tatsachen) 
material darstellen. Dariiber hinaus sind die Kenntnisse, die wir tiber 
das Verhalten von Einzellern gegeniiber schaidigenden Einfliissen ge: 
winnen, auch fiir die Beurteilung jener Vorgiinge von Bedeutung, did 
sich an héher differenzierten, aber experimentell schwerer zugiéng? 
lichen Organismen abspielen. 


I. Material und Methode. 


Bei der Auswahl geeigneter Versuchsorganismen muften zunichst ver 
schiedene Gesichtspunkte beriicksichtigt werden. 


So wurden alle sporenbildenden Arten von den Untersuchungen aus\ 
geschlossen; denn die Sporen widerstehen durechweg dem Kilteeinflu8. D2 
nun der Anteil versporter und vegetativer Zellen innerhalb einer Kultu 
schwankend und zahlenmifig nur schwer nachweisbar ist, gestatten Bex 
funde an sporenhaltigem Material keine sicheren Riickschliisse auf dic 
Kalteresistenz der vegetativen Stadien der betreffenden Arten. ! 

Um ferner eine zuverlissige statistische Auswertung der Totuags: 
experimente zu gewihrleisten, konnten nur soleche Organismen zu den Ver 
suchen herangezogen werden, die sich innerhalb einer Aufschwemmung mi. 
Sicherheit in einzelne Individuen trennen lassen, Die Zellverbiinde manche: 
Bakterienarten — insbesondere der Coccaceen —- werden niimlich erst durei 
die beim Gefrieren eintretende Eisbildung teilweise auseinandergesprengt 
infolgedessen kann dann bei der ‘Bestimmung der Keimzahl sogar eine Ver 
mehrung vorgetiiuscht werden, . 

AuBerdem beschriinkte sich die Auswahl nur auf solehe Arten, die kein: 
besonderen Anspriiche hinsichtlich ihrer Kultur stellen und die auf festen 
Naihrboden gleichmifBige und leicht zihlbare Kolonien bilden (u.a. Pseudo 
monas pyocyanea, Ps. fluorescens, Bacteriwn prodigiosum, Bact. rubidaeum 
Bact. tenellum, Saccharomyces cerevisiae). 
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Die Kultur der Bakterienarten erfolgte im allgemeinen auf Dextrose- 
agar+ und auf mineralischem Nihrboden nach GorraeiL?, wihrend dis 
Hefe auf Wiirzeagar geziichtet wurde. 

Die Bruttemperatur betrug 20 bis 30° C. Zum Einfrieren wurden stets 
junge, héchstens zwei Tage alte Kulturen verwendet. Im iibrigen wurden 
die methodischen Einzelheiten bei den verschiedenen Versuchsreihen in 
mehrfacher Hinsicht variiert, um den Einfluf zusiitzlicher Faktoren auf den 
Absterbeverlauf der Mikroorganismen zu ermitteln. Aus Griinden der Uber- 
sichtlichkeit sollen deshalb die betreffenden Angaben iiber abgeinderte Ver- 
suchsbedingungen stets den sp&teren Einzelabschnitten dieser Arbeit vor- 
behalten bleiben und an dieser Stelle nur der allgemeine Arbeitsgang um- 
rissen werden. 

Aus den Kulturen wurde mittels einer Platinése stets eine bestimmte 
Probemenge entnommen und in die sterile Aufschwemmunegsfliissigkeit (z. B. 
physiologische Kochsalzlésung) iibertragen, die anschliefiend mindestens 
10 Minuten lang kriftig geschiittelt wurde, um eine Trennung und méglichst 
gleichmifige Verteilung aller Keime zu bewirken. 

Zum Einfrieren wurden entweder je 10ccm der Aufschwemmung auf 
eine gréBere Serie von Reagensglisern gleicher GréBe iibertragen oder aber 
die der Bestimmung dienende Fliissigkeitsmenge direkt in sterile Petri- 
schalen hineinpipettiert. Dabei wurde gelegentlich der durch Erwairmen ver- 
fliissigte Nihrboden bereits vor dem Gefrieren zugegeben, insbesondere bei 
der sehr kiilteempfindlichen Pseudomonas pyocyanea. Innerhalb jeder ein- 
zelnen Versuchsreihe herrschten selbstverstindlich stets konstante Be- 
cingungen. 

Die Gefriertemperatur betrug im allgemeinen —24° C. Dabei wurde die 
Geschwindigkeit des Einfrierens durch Anblasen der Versuchsgliser mit 
kalter Luft (Apparat nach HeckerMann) wesentlich beschleunigt. Jedoch 
wurde gelegentlich zu Vergleichszwecken durch Eintauchen der Rohrchen in 
ein DewargefiB mit fliissiger Luft (—193° C) eingefroren. 

Das Auftauen erfolgte normalerweiser bei etwa +25°C; bei den Reagens- 
-glisern im temperierten Wasserbad, bei den Petrischalen dureh die um- 
“gebende Luft. Wegen der geringen Fliissigkeitsmengen liefen sich Kin- 
frieren und Auftauen bequem innerhalb zweier Stunden durchfiihren. Um 
den Organismen im aufgetauten Zustande keine das Ergebnis stérende Ent- 
wicklungsmoglichkeit zu lassen, wurde sofort nach dem Auftauen mit den 
‘Keimzahlbestimmungen begonnen (Kocusches Plattenverfahren). Um den 
‘Einflu8 zahlenmiBiger Streuungen auf die Ergebnisse még¢lichst einzu- 
schrinken, wurden fiir jede einzelne Ermittlung stets drei Parallelplatten 
angelegt und aus der Zahl der Kolonien Mittelwerte errechnet. Dabei ist 
es sebstverstindlich und durch die Methodik des Plattenverfahrens bedingt, 
‘daB nur solche Zellen als ,,iiberlebend“ bezeichnet wurden, die sich nach 
Zugabe des N&hrbodens als vermehrungsfiihig erwiesen und zur Ausbildung 
von Kolonien fiihrten. Die Bezeichnung ,,abgetétet ist also mit einer ge- 
wissen Einschrinkung zu verstehen, und man kénnte vorsichtshalber auch 


1 Dextroseagar: Pepton-Witte 1,2 ¢, Liebigs Fleischextrakt 6,8¢, NaCl 
0.2¢, Dextrose 1,0g, Agar 1,6g, Aqua dest. ad 100,0 cem, lackmusneutral. 
~ ’ Mineralischer Nahrboden: Pepton-Witte 10,0g und Agar 15,0¢ 2u 
1000,0 cem mineralische Nahrlésung. Zusammensetzung derselben: 10,0 ccm 
10%ige K,HPO,, 30,0 ccm 1°%/ocige MgSO,, 10,0ccm 1%/oige NaCl, 1,0 cem 
‘1/oige Fe, Cl,, 949 ccm Aqua dest., neutrale Reaktion [nach Gorruem, Cbl. 
Bakt., II, 7, 482 (1901)]. 
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von einem Erléschen der Wachstums- und Vermehrungsfahigkeit der Zellem 
sprechen. Da den Mikroorganismen jedoch in jedem Falle die gieichem 
Kulturbedingungen geboten wurden, kann diese Frage in diesem Zusammeni 
hange vernachlissigt werden. 

Da die Keimzahlermittlungen nach dem Plattenverfahren bei den umfang+ 
reichen Versuchsreihen einen erheblichen Material- und Arbeitsaufwand er+ 
fordern, wurde zuniichst vergleichsweise auch die Methylenblaufirbemethode 
zum direkten mikroskopischen Nachweis der itiberlebenden Zellen herani 
gezogen. Die Methode, derer sich auch in neveren Arbeiten insbesondere 
A. und S. Gorrz und W. Lepescukin bedienten, besteht darin, daB tote Zelleni 
in 1/500 wiriger Methylenblaulésung spontan eine intensive Blaufaérbun 
annehmen, wiihrend die lebenden Protoplasten ungefirbt bleiben sollen, Im 
den eigenen Versuchen konnte jedoch festgestellt werden, daf das Methylen 
blau in der erwiihnten Konzentration eine deutliche Giftwirkung auf die 
Mikroorganismen ausiibt und beispielsweise bei Saccharomyces cerevisiae 
bereits nach einer Einwirkungsdauer von 10 Minuten 32°/o und nach 20 Mii 
nuten 58/o der anfangs vorhandenen Zellen abtétet. Aus diesem Grunde 
mnuBte bei der Keimzahlermittlung dem Plattenverfahren der Vorzug gegebem 
werden ®. 


II. Ergebnisse. 
1. Der EinfluBp einmaligen Gefrierens. 
a) Kilteempfindlichkeit verschiedener 


Mikroorganismenarten. 


Den Ausgangspunkt der Untersuchungen bildeten Versuche, im 
denen zunichst die Kilteempfindlichkeit mehrerer nichtsporenbildender 
Mikroorganismenarten ermittelt werden sollte. Es kam hierbei weniger 
darauf an, die altbekannte Tatsache unterschiedlicher Kialteresistenz 
der Mikroben nochmals zu beweisen, als vielmehr fiir die weiterem 
speziellen Versuche besonders geeignete Organismen ausfindig zm 
machen und Vergleichswerte fiir die spiteren Befunde zu gewinnen. 


Im einzelnen wurden Aufschwemmungen in physiologischer Koch+ 
salzlésung 380 Stunden alter Kulturen von Saccharomyces cerevisiae. 
Pseudomonas fluorescens, Ps. pyocyanea, Bacterium prodigiosum, Bact: 
rubidaeum, Bact. tenellum, Bact. odiosum in Reagensglisern zu je 
10 cem bei — 24° C eingefroren und im Anschlu& daran sofort wieder 
aufgetaut. Dabei ergaben sich die in Tab. I wiedergegebenen Abnahmen 
des urspriinglichen Keimgehaltes. 


8) Die von §$. Srruccer 1942 bekanntgegebene  fluoreszenzmikro- 
skopische Unterscheidung lebender und toter Bakterienzellen mit Hilfe der 
Akridinorangefairbung wurde experimentell nicht beriicksichtigt, da die vor- 
liegenden Untersuchungen bereits 1940 begonnen waren und es unzweckmibig 
erschien, nach lingeren eindeutigen Versuchsreihen noch einen Wechsel in 
der Methodik vorzunehmen und ein Verfahren heranzuziehen, dessen Brauch- 
barkeit und Grenzen seinerzeit, noch zur Diskussion standen. 
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Tabelle I. Abnahme der Keimzahl. 


3 bedeuten: A —Keimzahl je 1 cem Aufschwemmung vor dem Gefrieren, 


B= Keimzahl je 1 cem Aufschwemmung nach dem Gefrieren und Auftauen. 


Saccharomyces cerevisiae | 


A | B % Abnahme | 
| ] = ~- — 
8760 2395 36,3 | 108 Keime je 1 ccm 
ee Se ae : Aufschwemm ung 
| 10) 
64385. | 4789 256 | 
683 527 22,9 | 
p12 | 440 88,2) | 
1378. 962 28,7 | 
3260 2443 22.5 
899 632 29,7 
71 | 377 34,0 
659 494 24.6 
2175 1705 21,6 
Phi | 482 32,8 | Mittlere Abnahme der Keimzahl: 
1827 | 1244 31,9 29,2 % 
Pseudomonas fluorescens Pseudomonas pyocyanea 
103 Keime je 1 cem Aufschwemmung 
A B % Abnahme | A B % Abnahme 
1280 964 24,7 5690 RiP Nags G 
3740 2820 26,4 13600 1032 92,4 
853 587 31,2 894 35 96,1 
2170 1570 27,8 7970 813 89,8 
527 410 22,3 4310 121 97,2 
SLOmnes 574 29,8 2510 306 87,8 
1110 717 35,4 32600 2050 9850 
12800 9140 28.6 18300 714 96,1 
2460 1570 36,1 9540 1360 85,6 
6850 5500 19,7 1840 15 99,2 
Mittlere Abnahme: 28,2 % Mittlere Abnahme: 93,6% 


ICs 
| a - 
Bacterium prodigiosum Bacterium rubidaeum 


| 
E 103 Keime je 1 com Aufschwemmung 
| 


A B % Abnahme A B | % Abnahme 
3840 830 78,4 34500. 6210 | 820 
8270 1110 86,3 6450 1593 | 1558 

16400 2900 81,3 539 61 88,6 
6140 1850 69,8 7850 1020 87,0 
975C0 5300 Tied 3218 705 78,1 

886 137 84,5 924 144 64,4 
2380 350 85,3 1287 221i 82,8 
7260 | 1270 82,5 4610 904 80,4 

615 slaligh 81,0 2100 569 72,9 
2130 341 72,3 868 109 87,4 


Mittlere Abnahme:  79,9% Mittlere Abnahme: 81,9 % 
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Tabelle I. (Fortsetzung.) 


Bacterium tenellum Bacterium odiosum 
10° Keime je 1 cem Aufschwemmung 
A B % Abnahme |) A B % Abnahme » 
3760 703 81,3 8350 267 96,8 
8280 2450 70,4 24200 2370 90,2 
948 201 75,6 7820 1350 82,7 
12400 4240 65,8 || 13600 816 194,0 
9600 3390 64,7 6830 383 94,4 — 
5830 1545 43,5 3780 272 92,8 
6760 1480 78,1 
882 289 67,2 
26500 9170 65,4 
7580 | 1645 78,3 
Mittlere Abnahme: 72,0 % Mittlere Abnahme: 91,8% 


Die obigen Ergebnisse lassen erkennen, da alle untersuchten Mikro-- 
organismen. auf das Einfrieren mit einer deutlichen Verminderung der! 
Keimzahl reagieren, da aber bei keiner der erwihnten Arten durch) 
den Gefriervorgang eine restlose Sterilisation herbeigefiihrt wird. Be-- 
merkenswert ist der betrichtliche Resistenzunterschied zwischen der 
nahverwandten Pseudomonas fluorescens und Ps. pyocyanea, die mitt 
ciner Absterbequote von 28,2 bzw. 93,6 °/o gleichzeitig die resistenteste: 
und empfindlichste der untersuchten Arten sind. AuBerordentlich gering: 
ist dagegen der Unterschied zwischen Bacterium prodigioswm und Bact. 
rubidaeum, deren Absterbequoten von 79,9 und 81,9°/o innerhalb der: 
Fehlergrenze praktisch iibereinstimmen. Bacterium rubidaewn, das voni 
Stapp als nova species beschrieben und ausdriicklich Bacterium pro-- 
digiosum gegeniibergestellt wurde, weicht also hinsichtlich seiner Kiilte-- 
empfindlichkeit nicht von dem letztgenannten ab. 

Ks ist jedoch einleuchtend, daB die in den Tabellen wiedergegebenen ’ 
Werte auf keinen Fall als konstant zu betrachten sind: Sie stellen viel-- 
mehr nur eine relative Empfindlichkeitsskala der einzelnen Arten dar! 
und kénnen daher nur fiir die oben beschriebenen Versuchsbedingungen | 
Giiltigkeit haben. Es war daher naheliegend, durch planmii®ige Ande-. 
rung einzelner Faktoren zu ermitteln, inwieweit die Zahl der beim Ge-- 
frieren absterbenden Zellen von besonderen iueren Einfliissen ab-- 
lhiingig ist. 


b) Einflu®B der Gefriertemperatur 
und der Gefriergeschwindigkeit. 


Zunichst wurde vermutet, dah miglicherweise die Gefriertemperatur 
von besonderer Bedeutung sei und die Absterbequote wesentlich be-. 
einflussen wiirde. Es wurden daher Aufschwemmungen von Saccharo- 
myces cerevisiae und Bacterium prodigiosum — ebenfalls je 10 ccm ia. 


Untersuchungen iiber den Kaltetod von Mikroorganismen. 561 


Reagensglasern —  dureh Eintauchen in ein Dewargefif®i mit fliissiger 
Luft, bei — 193° C, eingefroren. Es wurden folgende Abnahmen fest- 
gestellt (Tab. II): 


Tabelle Il. Abnahme der Keimzahl. 


103 Keime je 1 com Aufschwemmung 
A=vor, B—nach Kinfrieren bei — 193° C und Auftauen 


eS 


Saccharomyces cerevisiae Bacterium prodigiosum 

A B | % Abnahme A B % Abnahme 
2440 1890 22.6 2450 | 999 59,2 
5650 4450} 21,8 2160 918 57,5 

Bret) O22 | 16,5 6480 3300 — | 48,3 
1730 1470. | + 14,8 967 449 | 53,6 
1630 | HOA) Fak, 24,156 | 1680 667 60,3 
3180 2570 | oe 4250 21380 49,8 

838 2B | 13,7 3150 1420 54,9 
5560. | 4330 | 22,2 767 302 60,6 
Oia Bi TOs 12,6 3520 1440 59,1 

942 782 | 17,0 1340 659 | 50,8 

Mittlere Abnahme: 18,4 % Mittlere Abnahme: 56,4 % 


Vergleicht man diese Werte mit den friiheren Befunden, so iabt 
sich eine eindeutig verminderte Absterbequote feststellen. So betrug 
Gie mittlere Abnahme der Keimzahl von Saccharomyces cerevisiae bei 
— 249 © 29,2 °%/o, wihrend bei — 193° C nur 18,4°%o der urspriinglich 
vorhandenen Zellen abstarben. Bei Bacteriwm prodigiosum gingen bei 
— 249 C 79,9 °%o und bei —193°C 56,4 %/o zugrunde. 

Zweifellos ist dieses tiberraschende Ergebnis ausschlieBlich auf die 
 gréBere Gefriergeschwindigkeit zuriickzufiihren, mit der der fiir die 
Mikroorganismen schiadliche Temperaturbereich durcheilt wird. 

Es lieBe sich einwenden, da® die obigen Werte dennoch keinen ge- 
-niigend sicheren AufschluB iiber den Anteil der Gefriergeschwindigkeit 
und der Gefriertemperatur an der Absterbequote vermitteln. Es ware 
“uiimlich durchaus vorstellbar, da® bei entsprechender Gefriergeschwindig- 
keit méglicherweise zunichst nur eine ganz geringfiigige Verringerung 
der Keimzahl herbeigefiihrt wird, da® dann aber die sehr tiefen Tempe- 
raturen zusitzlich eine schadigende Wirkung ausiiben und die oben mit- 
geteilten Abnahmen bewirken. 

Um diese Frage zu kliren wurde in einem weiteren Versuch stufen- 
weise eingefroren, und zwar zunichst bei —249C und im Anschlub 
daran bei —193°C. Die Organismen waren damit sowohl dem Ein- 
filuB des langsameren Gefrierens als auch der sehr tiefen Temperatur 
ausgesetzt, so daf im Falle einer besonderen Schiidigung durch die 
tiefen Temperaturen unbedingt eine gréBere Absterbequote als beim 
‘einfachen Gefrieren bei — 24°C zu erwarten gewesen wire (Tab. IT). 


Tabelle III. Abnahme der Keimzahl. 


103 Keime je 1 cem Aufschwemmung 


B. STILLE: 


A — vor, B=nach Einfrieren bei — 24°C, daran anschlieBendem Tiefgefrieren bei — 193° C 
“und Auftauen. 


Bacterium prodigiosum 


Saccharomyces cerevisiae 


A B % Abnahme A B % Abnahme 
3210 2320 27,7 | 3630 842 76,8 
1740 1140 34.3 1890 316 | 88,3 
2310 1640 29,1 | 2740 345 87,4 
1350 992 | 26,5 | 5130 1390 72,9 
4080 e710 | » 336 4 987 148 84,7 


Mittlere Abnahme:  30,2% 


Mittlere Abnahme: 


81,0% | 


Diese Absterbequoten decken sich also wiederum mit den Werten, , 
die bereits beim Einfrieren bei —24°C ermittelt wurden. Die weitere : 
Senkung der Temperatur auf -——1939C ist demnach fiir die unter- 
suchten Mikroorganismen véllig bedeutungslos und fiihrt keine be- 
sondere Schiidigung herbei. Es ergibt sich somit, da®S der kritische - 
Temperaturbereich bei —249C bereits durchlaufen ist und dai die 
Absterbequote wesentlich von der Geschwindigkeit abhingig ist, mit 
der dieser Bereich durcheilt wird. 


c) EinfluB der Geschwindigkeit des Auftauens. 


Nach den 1860 von Sacus mitgeteilten Untersuchungen iiber das Er- 
frieren der Pflanzen“ soll der Kiltetod durch zwei verschiedene Ursachen 
herbeigefiihrt werden kénnen, nimlich ,,Beschidigung und Tétung auf 
durch die Ausdehnung des Eises im Moment seines 
Erstarrens* und ,,T6tung oder lokale Zerstérung der Pflanzensubstanz durch 


mechanische Art 


das Auftauen, nachdem sie gefroren war“. 


Gerade dieser letztgenannten 


Schidigungsart schrieb Sacus die gréBere Bedeutung zu, vor allem auf 
Grund der Feststellung, da durch ein schnelles Auftauen der Tod der 
Zellen in manchen Fiillen eintrat, wiihrend ein langsames Auftauen vor 
dem Tode schiitzte. Den Grund dafiir erblickte er in einer nach dem Ge- 
frieren und Auftauen gesteigerten Permeabilitiit der Zellwinde, sie ,,erlaubt 
es den verschiedenen Inhaltsstoffen sich zu mengen, und so werden chemi- 
sche Prozesse herbeigefiihrt, welche eine Zersetzung der Gewebestoffe er- 


zeugen kénnen“, 


In neuerer Zeit hat vor allem Insin durch wesentliche Kriterien diese 


Auffassung ergiinzt und erweitert, 


Danach wird der Zelle beim Gefrieren 
nicht nur das ,,freie“ Wasser, sondern auch das an die Plasmakolloide ge- 
bundene Hydratationswasser entrissen und auskristallisiert. Falls nicht 
schon dieser Vorgang tédlich wirkt, dann verbleibt noch als besondere Ge- 
fahr der Wassereinbruch wihrend des Wiederauftauens. Erfolgt dieser Vor- 
gang rasch, so wird das Plasma mit Wasser iiberschwemmt und dessen 
Feinstruktur zerstért; bei langsamem Verlauf kénnen die Kolloide jedoch 
wieder die urspriingliche Wasserverbindung eingehen, so da® mizellare Ver- 


pe 


lagerungen und Zerstérungen vermieden werden. So lieB sich z.B. nach- 
weisen, daB die Zelien vom Rotkohl, der an und fiir sich nicht durch be- 
sondere Kalteresistenz ausgezeichnet ist, selbst nach Einfrieren bei — 80° © 
roch am Leben blieben, wenn der Auftauvorgang schonend und wiihrend 
einer langeren Zeitdauer erfolgte. Auch die Befunde von Kessner und 
Runianp decken sich mit dieser Auffassung. 

Es war daher naheliegend, auch bei den Mikroorganismen ihnliche 
Versuche anzustellen, um den Kinflu8 der Auftaugeschwindigkeit auf 
die Absterbequote zu ermitteln. 

Wie bereits eingangs erwiihnt, erfolgte das Auftauen der einge- 
frorenen Aufschwemmungen im allgemeinen durch Eintauchen der 
Reagensglaser in ein temperiertes Wasserbad von 25°C, um die Mikro- 
organismen in den verschiedenen Versuchen durchweg den gieichen 
Auftaubedingungen auszusetzen. Dabei schmolzen die geringen Eis- 
mengen in kiirzester Zeit. 

In der nun folgenden Versuchsreihe wurde jedoch von diesen Be- 
dingungen abgewichen und die Aufschwemmungen, nachdem sie zu- 
nichst bei —249C eingefroren waren, anschlieBend in einen Kiuhl- 
raum, dessen Temperatur +0,5° © betrug, iibertragen. Dort verblieben 
sie bis zum restlosen Auftauen, was etwa 5 bis 6 Stunden in Anspruch 
nahm. Darauf erfolgten die Keimzahlbestimmungen (Tab. IV). 


Tabelle IV. Abnahme der Keimzahl. 


103 Keime je 1 cem Aufschwemmung 
A = vor, B = nach Einfrieren bei — 24° C und langsamem Auftauen. 


el 
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Saccharomyces cerevisiae 
A | B % Abnahme 
1420 | 1070 24,8 
2590. _ | 2090 | 19,6 
845 689 18,5 Mittlere Abnahme der Keimzahl: 
772 | 61. | 27,8 23,4-% 
2120. 7 1640 | 22.8 
3240 | 2390 26,3 


a 


Pseudomonas flworescens Pseudomonas pyocyanea 

A B | % Abnahme A | B % Abnahme 
2740 2250 ea) AS) 2460 19 Mena 92,0 
1180 993— 4 20,4 6200 1170 81,1 
2220 1790 19,2 3810 SCOna| 90,4 

790 572 27,6 973 138 85,8 
4530 3440 | 24,0 1780 286 83,9 
1830 1380 24,4 2330 161 | 93,2 


Mittlere Abnahme: 22,7% Mittlere Abnahme: 87,7 % 
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Tabelle IV. (Fortsetzung.) 


——_— ——————————————— 


Bacterium prodigivsum Bacterium rubidaewm 
A B | % Abnahme A / B _ % Abnahme 
9740 140 | 58,3 sao |= 1830 |= 65,1 
6310 | 2090 66,9 1460 629 56,9 
12100 36360 70,0 2170 532 | 75,5 
8500 2480 | 55,8 846 259 | 69,4 
987 370 | 62,5 720 | 333 53,7 
724 237 67,3 3120 | 992 68,2 
Mittlere Abnahme:  63,4% Mittlere Abnahme:  64,8% 


Stellt man diese Werte den Befunden gegeniiber, die beim raschen — 
Auftauen der Aufschwemmungen im Wasserbade bei einer Temperatur 
von + 25°C ermittelt wurden (s. S. 559/560), so ergeben sich folgende 
Unterschiede: 


Auftauen Auftauen 


rasch langsam 
Saccharomyces cerevisiae | 29,2 23,4 
Pseudomonas fluorescens | 28,2 22,7 
Pseudomonas pyocyanea } 93,6 87,7 
Bacterium prodigiosum | (ERY | 63,4 
Bacterium rubidaeum 81,9 64,8 


Durch die Verminderung der Auftaugeschwindigkeit konnte also die 
Absterbequote bei allen untersuchten Mikroorganismenarten merklich 
herabgesetzt werden. 

In einem weiteren Versuch sollte schlieBlich noch der Einflu8 der 
extremen Bedingungen, niimlich rasches Einfrieren und langsames Aut- 
tauen, erfaBt werden. Zu diesem Zweck wurden Aufschwemmungen der 
Hefe zunichst in fliissiger Luft bei —193°C eingefroren und daran 
anschlieBend im Kiihlraum bei +0,59C langsam aufgetaut. Dabei 
konnten folgende Abnahmen ermittelt werden (Tab. V): : 


Tabelle V. Abnahme der Keimzahl. 


10° Keime je 1 ccm Aufschwemmung, A = vor dem Gefrieren, B = nach Einfrieren bei — 193°C 
und langsamem Auftauen. 


A B | % Abnahme 

230) 1940 | 168 

3400 | , 3020 | 118 

988 819 eae Mittlere Abnahme der Keimzahl: 
1730 | 1440 | 16/4 14,4-% 

872 778 10,8 

1480 | 1270 | 144 
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Stellt man nun die unter den beschriebenen Versuchsbedingungen 
gewonnenen bisherigen Befunde iiber das Absterben der Hefe bei lang- 
samem und raschem Gefrieren und Auftauen gegenitiber, so ergibt sich 
folgendes Bild: 


Saccharomyces cerevisiae 


Gefrieren: Auftauen: ; % Abnahme 
langsam rasch 29,2 
langsam | faneeam & 93,4 
rasch rasch ; 18,4 ¥ 
rasch langsam | 14,5 


Das Absterben der Hefezellen kann also sowohl wiihrend des Ge- 
frierens als auch wiihrend des Auftauvorganges eintreten. Dabei wirkt 
rasches Einfrieren und langsames Auftauen deutlich schonender als 
langsames Einfrieren und rasches Auftauen. Das gleiche gilt auch ftir 
alle iibrigen untersuchten Mikroorganismenarten. 


2. Der Einflug duBerer Bedingungen auf die Kdlteempfindlichkeit. 
a) Wasserstoffionenkonzentration. 


Die obigen Absterbequoten gelten, wie bereits erwahnt, nur fir das 
Einfrieren der Mikroorganismen in physiologischer Kochsalzlésung und 
jassen sich infolgedessen nicht verallgemeinern und nur unter den 
eleichen Versuchsbedingungen reproduzieren. Setzt man nimlich der 

| Aufschwemmung, in der eingefroren werden soll, bestimmte Substanzen, 
die an und fiir sich véllig harmlos sind und die normalerweise die 

Lebensfdhigkeit der Mikroorganismen durchaus nicht beeintriichtigen, in 

-geringer Menge zu, so kann der Prozentsatz der Zellen, die wihrend 
des Ejinfrierens absterben, erheblich beeintrichtigt werden. 

: Im folgenden soll zuniichst tiber die Wirkung der Wasserstoffionen- 

-konzentration berichtet werden. 

| Besondere Beachtung verdient in diesem Zusammenhang die friihere 
Feststellung von BiceLow und Esty, dab auch bei der Hitzesterilisation die 
H-lonenkonzentration des Milieus bedeutungsvoll ist und zunehmende <Azi- 
ditiit die erforderliche Sterilisationszeit fiir Aufschwemmungen von Bakterien- 
sporen erheblich verkiirzt. Gleichsinnige Ergebnisse ermittelte Conn fiir die 
Hitzeabtétung von Bacterium coli und Bact. typhi in angesiuertem Wasser. 

Auch das Absterben der Hefe beim Austrocknen hiingt nach den Fest- 
stellungen LEPESCHKINS in hohem Grade von der Reaktion der Umgebung ab. 

Die Bedeutung der Wasserstoffionenkonzentration fiir die Kilteresistenz 
der Zellen verschiedener Gewebearten einer und derselben Pflanze konnte 
ZacnuarowA kliren, die als Versuchsobjekt die Wurzel des Buchweizens 

white, Am kilteresistentesten erwies sich die meristematische Zone der 


omen 
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Wurzel, deren Zellsaftreaktion in allen Fillen alkalisch ist, wahrend die 
Zetien der Rinde und der Wurzelhaare, deren Saft saure Reaktion aufweist, 
die geringste Resistenz gegentiber der Kilte zeigten. Eine Zwischeustellung 
beziiglich der Kalteempfindlichkeit ergab sich fiir den Zentralzylinder, der neu- 
trale Reaktion des Zellsaftes aufweist. In weiteren Versuchen an Rotkohl- 
schnitten konnte nachgewiesen werden, dab selbst eine sehr schwache An- 
situerung eine bedeutende Verminderung der Kalteresistenz der Zellen her- 
vorruft, wiihrend geringfiigige Alkalitit im umgekehrten Sinne wirksam ist. 

Eine gesteigerte Empfindlichkeit der Mikroorganismen gegeniiber dem 
Linfrieren in sauren Lésungen beweisen die Versuche von Broapyurst und 
Givin, die die Abnahme des Keimgehaltes bei der Herstellung verschiedener 
saurer Speiseeisarten verfolgten. Im sauren Zitronen- und Orangeneis (pH 
bis 3,2) trat stets ein betrichtlicher, im schwach alkalischen Vanilleeis 
(pu etwa 7,8) dagegen nur ein geringfiigiger Riickgang des urspriinglichen 
Keimgehaltes ein. Auch WatLace und Tanner und McFarRiANe ermittelten 
eine erhéhte Schidigung der Mikroorganismen beim Einfrieren in sauren 
Medien. 

Die folgenden Versuchsreihen beleuchten das Verhalten von Sac- 
charomyces cerevisiae in Aufschwemmungen mit planmabig abgestufter 
H-Ionenkonzentration. Es wurden Puffergemische verschiedener Azi- 
ditit aus Standardlésungen von 1/1s mol. primiirem Kaliumphosphat und 
von */1s mol. sekundérem Natriumphosphat (nach SOrENsEN) hergestellt 
und zu je 100ccm auf eine Serie von Schiittelflaschen verteilt. An- 
schlieBend wurden je 0,5 ccm einer Aufschwemmung von Sacch. cere- 
visiae in die Flaschen itibertragen und der Inhalt nach ausgiebigem 
Schiitteln zu je 10 ccm auf sterile Reagensgliser verteilt. Nach zwei- 
stiindigem Verweilen bei Zimmertemperatur erfolgte die Bestimmung 
des Anfangskeimgehaltes. Die iibrigen Gliser wurden bei — 24° C ein- 
gefroren und dann nach zwei bis drei Stunden bei Zimmertemperatur 
aufgetaut, um die Abnahme der Keimzahl zu ermitteln (Tab. VI). 


Tabelle VI. Abnahme der Keimzahl. 


Saccharomyces cerevisiae, 103 Keime je 1 com Aufschwemmung, A= vor, B = nach Gefrieren und 
Auftauen in Pufferlésungen. 


__ Reihe Pu A | B | % Abnahme | Mittelwert % 
1 4,5 1290 292 77,3 i 
2 482 54 88,8 
3 2740 1070 | 62,7 
d 3940 725 81.6 77,6 


1 59 1040 529 48,1 

2 502 295 55,0 

3 2950 1340 44,6 

4 4860 2420 50,2 49,5 
a... SE ae eh Be eed tet 

1 7.0 1420 1050 26,2 

2 468 291 37,9 

3 2340 1680 28.4 

4 4170 2630 37,0 32,4 
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Tabelle VI. (Fortsetzung.) 


ES 


a Reihe — | Py A B % Abnahme | Mittelwert % 
1 9,2 1560 Fy ee 
2 603 442 26,7 
3 2420 1910 | 20,9 
4 4650 3520 24,3 23,6 


Die Resistenz der Hefe gegeniiber dem 
Gefrieren wird demnach in sehr hohem 
Grade durch die H-lonenkonzentration 
ihrer Umgebung bestimmt. Innerhalb des 
untersuchten pu-Bereiches liegen die Ab- 
sterbequoten um mehr als das Dreifache 
auseinander (Abnahme bei pu 9,2 23,6 °/o 
und bei px 4,5 77,6 °/0). Obgleich die Hefe 
fiir ihre Entwicklung ein saures Substrat 
bevorzugt, geht dennoch die beim Ge- 
frieren eintretende Stérung der Zelle bei 
saurer Reaktion wesentlich leichter vor 
sich als im neutralen oder alkalischen 
Bereich. 

Ahnliche Versuche an verschiedenen 
Bakterienarten ergaben ebenfalls betracht- 
lich erhéhte Absterbequoten beim Ge- 
frieren im sauren Milieu. Die folgende 
Tabelle VII zeigt das Verhalten von Bac- Abb. 1. Saccharomyces cerevisiae. Hin- 
terium prodigiosum, Pseudomonas pyocy- Cee eae nae ao. 
anea und Ps. fluorescens beim Hinfrieren _ frieren absterbenden Zellen. (Mef- 
a ee punkte: Mittelwerte aus 4 Versuchs- 
in Phosphatpufferlésungen von pu 4,5 und reihen). 
pn 9,2. 


Tabelle VII. Abnahme der Keimzahl. 


103 Keime je 1 cem Aufschwemmung A—vor B=nach dem Gefrieren und Auftauen in 
Pufferlésungen, 


Bacterium prodigiosum 


PH A | B % Abnahme| 2H A | B | % Abnahme 

45 4710 139 2 697.2 92 | 4130 | 1040 | 74,8 
2370 78 96,7 2840 622 ie id 
1170 119 89,8 984 | 370 62,4 
6830 | 485 | 933 | 7310 | 1960 | 73,2 


Mittlere Abnahme:  94,7% Mittlere Abnahme: 72,1% 
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Tabelle VII. (Fortsetzung.) 
ee eis 


Pseudomonas flworescens 


PH A B 9% Abnahme| /H | A B 1% Abnahme : 
4,5 | 2070 555 | «732 92 | 2180 | #1640 | 24,7 
822 18S a eTTN agit 556 | | 28.2 
GILSON 1640 ey 73.0 | 6310 4580 | 27,4 
4120 1410 65,8 _ 3840 2960 22,9 
Mittlere Abnahme:  72,4% Mittlere Abnahme: 25,8 % 


Pseudomonas pyocyanea 


PH A B |% Abnahme Pen)! hia 34) B % Abnahme : 

45 | 3180 | 25 992 || 92 | 3370 | 558-|~ 83,6 
2030 = | ST a we Ore | 1860 530 ue 
10300 65 | 99,4 | 12300 | 3940 68,0 
4250 64 | 985 | 4100 914 VE 
Mittlere Abnahme:  98,6% Mittlere Abnahme:  75,2% 


Vergleicht man die Zahl der iiberlebenden Zellen, so tritt die unter- 
schiedliche Schiidigung, die die Organismen beim Gefrieren in saurer 
und alkalischer Aufschwemmung erlitten, besonders deutlich hervor. 
Es tiberlebten von: 

Bacterium prodigiosum bei pu 4,5 nur 5,3%, bei pH 9,2 dagegen 27,9%, 
also das 5,3-fache, 
Pseudomonas pyocyanea bei pu 4,5 nur 27,2%, bei pa 9,2 dagegen 74,2%, 
also das 2,7-fache, 
Pseudomonas fluorescens bei pu 4,5 nur 1,4%, bei pu 9,3 dagegen 24,8%, 
also das 18-fache, 
Fiir Saccharomyces cerevisiae betragen die entsprechenden Werte 
bei po 4,5 nur 22.4%, bei pu 9,2 dagegen 76,4 %. 
also das 3,4-fache. 
: 

Ks lai6t sich also feststellen, da®B eine Erhéhung der Wasserstoff- 
ionenkonzentration des Milieus, in dem die Organismen eingefroren 
werden, vor allem bei den kiilteempfindlichen Arten die Absterbequote 
auch relativ besonders vergréBert. 


b) Elektrolyte (Anionen- und Kationenwirkung). 


Die niichste Versuchsreihe mit Saccharomyces cerevisiae beschaftigt 
sich mit dem KinfluB, den die Anwesenheit verschiedener Salze in der 
Aufschwemmunesfliissigkeit auf den Absterbeverlaut der Mikroorganis- 
men beim Gefrieren ausiibt. Dabei fanden sowohl die Kationen als 
auch die Anionen der betreffenden Salze Beachtune. 
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Um stérende Wirkungen auf die Zellen durch stiirkere Hypertonie 
zu vermeiden, dienten als Aufschwemmungen durchweg nur 1/5 molare 
Lésungen, und zwar folgender Salze: NaCl, NaNO3, NazSO4; KCl, 
KNOs, K2S804: Li Cl, Ti NOs, Lie SO.; Ca Cle und Mg Cle. 


| Kin Vorversuch gab zunachst Aufschlu8 dariiber, dai die '/s molaren 
Lésungen der erwihnten Salze — selbst bei lingerer Einwirkungsdauer 
bei Zimmertemperaturen — keine Minderungen der Keimzahlen von 
Saccharomyces cerevisiae herbeifiihren. Sie itiben also unter normalen 
Verhiltnissen keine schiidigende Wirkung aus. 


Vor dem Kinfrieren wurde die Hefe zunichst wiederholt in sterilem 


destilliertem Wasser zentrifugiert, um sie von den letzten Resten ihrer 


urspriinglichen Nahrlésung zu befreien. Darauf wurde sie homogenisiert 
und alsdann in die verschiedenen Salzlésungen tibertragen. Einfricren 
und Auftauen erfolgten in der eingangs beschriebenen Weise, bei — 24 
bzw. +25°C. 


Die auf 8.570 folgende Tabelle VIII zeigt die Abnahme beim Ein- 
frieren in den verschiedenen Salzlésungen. 


Saccharomyces cerevisiae weist also beim Einfrieren in den ver- 
schiedenen */> molaren Salzlésungen deutliche Resistenzunterschiede 
gegeniiber der Kiilte auf: Bei den Kationen ergibt sich die geringste 
Abnahme der Keimzahl beim Kalium, nur ein Geringes stirker ist die 
Abnahme beim Natrium, wesentlich stiirker beim Magnesium und beim 
Calcium, und am stiirksten beim Lithium. 


Auch die verschiedenen Anionen fiihren zu unterschiedlichen Keim- 
zahlverminderungen, die stets gleichsinnig verlaufen und sich zur 
Wirkung des gleichzeitig vorhandenen Kations addieren. Die schwichste 
Wirkung zeigt stets das Nitrat, eine mittlere das Chlorid, die stiérkste 
das Sulfat. So bewirken unter den obigen Kombinationen das Kalium- 
nitrat und das Natriumnitrat die geringsten Abnahmen, wahrend das 
Lithiumsulfat die stiirkste Schidigung herbeifiihrt. 


c) Hypertonie und Hypotonie. 


Bei den Versuchen tiber den Absterbeverlauf von Mikroorganismen 
wiihrend des Gefrierens in hypertonischer Loésung war ¢s wesentlich, 
zunichst einmal festzustellen, in welcher Weise die verwendete Koch- 
salzlésung an und fiir sich schon die darin aufgeschwemmten Mikro- 
organismen beeinflubt. 


Ju diesem Zweck wurde zunichst eine konzentrierte Aufschwem- 
mung der zu untersuchenden Mikroorganismenarten in physiologischer 
Kochsalzlésung hergestellt und alsdann davon je 1cem in 200 ccm 
2 normale Kochsalzlésung bzw. zur Kontrolle in 200 ccm physiologische 
Kochsalzlisung iibertragen. Nach einer Einwirkungsdauer von 30 Mi- 
nuten bzw. 2 Stunden erfolgten die Keimzahlbestimmungen in tib- 


Tabelle VIII. 


‘ 
Saccharomyces cerevisiae, Abnalhme der Keimzahl. 
103 Keime je 1 ccm. 


B. STILLeE: 


A= vor, B= nach dem Einfrieren und Auftauen. 


KCl KNO3 KeSO4 
% Ab- | | % Ab- || 
A B | nahme ‘ig | B | cabin fe B 
1240 828 | 83,3 780 560 | 28,2 2200 | 1360 
630 436 30,7 |} 1240 994 19,8 | 1360 | 720 
3200 2340 26,7 || 958 652 32,1 4640 | 3260 
2660 1660 34,5 4280 3160 26,2 928 | 524 
918 710 | 22,6|| 8620 | 2800 22.8 * 816 | 390 
602 456 24,3 || 1780 | 1400 20,4 || 1880 | 990 
Mittlere Abnahme: 28,7 Mittlere Abnahme: 25.3 Mittlere Abnahme: 
NaCl Na NOs Na2SOs : 
2360 | 1440 | 38,8|| 640 468 26,9 | 1760 660 62! 
1780 | 1300 | 268 || 2260 1810 | 19,8 | 1200 716 |. 40,) 
4300 2546 | 40,8 || 1680 | 1320 | 21,0 |; 3680 2400 35,) 
880 626 29,0 || 1360 | 960 | 29,3 | 968 506. | Jel 
1240 924 | 25.4 880 | 726 17,3 || 1360 650 52, 
3660 2660 27,2) 3120 | 2326 25,5 || 1840 1080 41. 
Mittlere Abnahme: 31,3  Mittlere Abnahme: 24,6 Mittlere Abnahme: 46,) 
Licl LiNOs See Eas 80s. econ oe 
984 5u4 | 48,8// 3200 | 1880 | 414 | 2840 | 1180 | 58, 
2340 1310 | 44,0 1840 |; 1050 43.0 1520 | 458 69, 
1680 | 730 | 56,6 640 | 450 29,7 968 486 49, 
3200 | 1210 | 62,2 1200 | 758 36,9 1360 | 3876 72, 
1970 1090 | 44,7 || 2480 | 13800 47.6 3660 | 1160 68, 
1240 | 590 | 52,4] 1680 | 1040 38.0 2080 | 936 55,! 
Mittlere Abnahme 51,1. Mittlere Abnahme: 39,4 Mittlere Abnahme: 62 
Mg Clo Ca Cle sb ea 
et ny B % Abnahme A B _|% Abnahme 
SSS Se aa = pea - 
1620 994 38,6 2140 1150 46,2 
384 219 43,0 2800 aa 52,6 
860 396 54,0 1480 86,2 
3240 1556 52,0 8680 980 47,5 
2800 2020 27,9 712 | 4138 42,0 
4320 2420 44,3 1260 | 517 59,0 
Mittlere Abnahme: 44.9 Mittlere Abnahme: 47,2 
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licher Weise in D-Agar. Es wurden folgende Unterschiede ermittelt 
(Tab. IX): 


Tabelle IX. Keimzahl je 1 ccm. 


Saccharomyces cerevisiae 


30 Minuten in physiol. NaCl-Lésung - 8060 . 104 

30 Minuten in 2-n NaCl-Lésung 2600 . 108 
Unterschied: 15,1% 

30 Minuten in physiol. NaCl-Lésung 714.108 

30 Minuten in 2-n NaCl-Lésung 583 . 10% 
Unterschied: 18,3 % 

120 Minuten in physiol. NaCl-Lésung 414.108 

120 Minuten in 2-n NaCl-Lésung 336 . 108 


Unterschied: 19,0 % 


Pseudomonas fluorescens 


30 Minuten in physiol. NaCl-Lésung 1980 . 10 
30 Minuten in 2-n NaCl-Lésung 1630 . 103 


Unterschied: 17,7% 


Pseudomonas pyocyanea 


30 Minuten in physiol. NaCl-Lésung 9300 . 10% 
30 Minuten in 2-n NaCl-Lésung 1210 . 108 


Unterschied: 87.0% 


120 Minuten in physiol. NaCl-Lésung 1SZ0 nels 
120 Minuten in 2-n NaCl-Lésung 209 . 10% 


Unterschied: 88,5 % 


Bacterium rubidaewm 


30 Minuten in physiol. NaCl-Lésung Ons, Ke 
30 Minuten in 2-n NaCl-Lésung AOL OS 


Unterschied: 47,6%. 


Die Einwirkung der hypertonischen Lésung und die Riickkehr in 
die normalen Verhiiltnisse des Niihrbodens bewirkt demnach bei allen 
untersuchten Mikroorganismenarten einen deutlichen Riickgang der 
Keimzahl. Dabei werden jene Arten am stirksten betroffen, die auch 
die gréBte Empfindlichkeit gegeniiber dem Gefrieren aufweisen. Die 
Dauer des Verweilens in der hypertonischen Losung spielt dabei keine 
wesentliche Rolle, vielmehr scheint die Dynamik des Wasserentzuges 
bzw. der Wiederaufnahme des Wassers den Tod der Zellen herbei- 
zufiihren. 

Im Anschlu8 an diese Vorversuche wurden die Mikroorganismen, 
nachdem sie zunichst 30 Minuten lang bei Zimmertemperatur in 2-n 
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“ 


NaCLLésung verweilt hatten, in Reagensglisern (je 10 ccm Auf- 
schwemmung) bei — 249°C eingefroren und anschlieBend bei Zimmer- 
temperatur aufgetaut. Es ergaben sich folgende Unterschiede (Tab. X): 


Tabelle X. Abnahme der Keimzahl. 


A — 30 Minuten in 2-n NaCl-Lisung, nicht eingefroren, B30 Minuten in 2-n NaCl-Lésung, 
dann eingefroren bei — 24°C und aufgetaut bei Zimmertemperatur. 103 Keime je 1 cem. 


Saccharomyces cerevisiae Pseudomonas flworescens 
A B | % Abnahme | A | B % Abnahme } 
2600 2130 | 18,1 / 1680 1340 20,2 
714 608 OP Ee ee 728 594 18,4 
960 778 ee ioe 3420 . 2760 21,1 
562 456 18.8 / 
1820 1570 / 13,7 | 
Mittlere Abnahme: 16,9% Mittlere Abnahme: 19,9% 
; | . . i 
Pseudomonas pyocyanea | Bacterium rubidaewm 
A / B | % Abnahme | A B _% Abnahme _ 
] ] 7 
1210 o4 |. 815 || 119 28 76,9 
3180 390 | 87,7 || 2480 576 76,8 
6420 1260 | 80,4 || 4320 1260 70,8 
Mittlere Abnahme:  83,2% Mittlere Abnahme: 74,7% 


Es la6t sich also feststellen, da die Mikroorganismen durch die: 
Kinwirkung der hypertonischen NaCl-Lésung eine beachtliche Keim-. 
zahlverminderung erfahren, die bei den einzelnen Arten verschieden| 
stark ist. Friert man sie jedoch in diesem Zustande, nach dem Wasser- 
entzug durch die hypertonische Lésung, ein, so erfolgt indessen ein? 
deutlich geringere Abnahme der lebensfihigen Zellen als beim Ge-. 
frieren in physiologischer NaCl-Liésung, in der die Zellkolloide einen 
wesentlich héheren Quellungsgrad aufweisen. Durch den in der hyper- 
tonischen Lésung eintretenden Wasserentzug aus den Zellen werden 
also bereits bei Zimmertemperatur ein Teil jener Arbeit geleistet und 
gleichzeitig damit allem Anscheine nach auch ihnliche Schiden be- 
wirkt, wie sie in isotonischer Liésung bei Einwirkung tieferer Tem- 
peraturen durch das Ausfrieren des Wassers aus dem Protoplasten 
herbeigefiihrt werden. 

In einem weiteren Versuch wurden schlieBlich Aufschwemmungen 
von Sacch, cerevisiae in destilliertem Wasser, also unter hypetonischen 
Verhiltnissen eingefroren. Zuniichst ergab sich, daB die Hefe beim 
Verweilen in destilliertem Wasser bei Zimmertemperatur keine zahlen- 
miBige Beeintrichtigung erfihrt. Beim Einfrieren in dem destillierten 
Wasser konnten jedoch um ein Geringes, aber eindeutig erhéhte Ab- 
sterbequoten — im Vergleich zu den Befunden, wie sie sich beim 
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Gefrieren in physiologischer NaCl-Lésung ergaben — ermittelt werden. 
So wurden bei der Hefe, aufgeschwemmt in destilliertem Wasser, nach 
kurzem Einfrieren (—249C) und Auftauen (+ 25°C), folgende Ab- 
nahmen festgestellt (Tab. XI): 


Tabelle XI. Abnahme der Keimzahl. 


10? Keime je 1 cem, A=vor, B—nach Gefrieren und Auftauen in destilliertem Wasser. 


Saccharomyces cerevisiae 

A B % Abnahme 

616 409 | 38,6 

749 485 35,3 

803 470 41,5 

449 284 36,8 

1686 1180 30,0 Mittlere Abnahme: 
885 571 35.5) 35,4% 


Im Vergleich hierzu betrug die durchschnittliche Abnahme von 
Saccharomyces cerevisiae beim Kinfrieren in physiologischer NaCi- 
Lésung dagegen nur 29,2 °%/o (s. S. 559). 

Die Erhéhung der Absterbequote der Hefe beim Einfrieren in der 
hypotonischen Umgebung diirfte sich aus der Tatsache erkliren lassen, 
da die Zellen in diesem Zustande ihre maximale Wassersittigung auf- 
weisen, so daB sie sowohl beim Gefrieren durch einen besonders starken 
Wasserentzug als auch beim Auftauen durch einen heftigeren Wasser- 
einbruch stirker gefihrdet sind. 


d) Komplexe Umweltbedingungen. 


Kine weitere Versuchsreihe sollte ermitteln, welchen Einfluf kom- 
plexe Milieuverhiltnisse auf die Absterbequote von Mikroorganismen 
beim Gefrieren austiben. Im Gegensatz zu den friiheren Versuchen, in 
denen stets nur der Einflu8 eines einzelnen Umweltfaktors auf den 
Absterbeverlauf untersucht wurde, befanden sich die Mikroorganismen 


nunmehr wiihrend des Einfrierens in einem zusammengesetzten Nahr- 
boden, in dem durch den Gehalt an organischen Stoffen, insbesondere 


Zucker, Kolloide (Pepton, Agar bzw. Gelatine) und verschiedene Sailze 


weitgehend balancierte Verhiltnisse geschaffen waren. 

Zu diesem Zweck wurden zunichst gleiche Mengen einer verdtinnten 
Aufschwemmung von Sacch. cerevisiae in Petrischalen hineinpipettiert 
und dann mit verfliissigtem, 40°C warmen D-Agar tibergossen. Das 
Einfrieren erfolgte bei —249C. Es stellte sich allerdings heraus, dal 
das Agar nach dem Auftauen das ausgefrorene Wasser nur unvoll- 
kommen wieder aufnimmt, so dafi die Oberfliche des Niihrbodens iiber- 
schwemmt wird. Es entwickeln sich dann bei Bebriitung auf dem Sub- 


- strat verwachsene, ineinanderflieBende Kolonien, die sich nicht aus- 


zihlen lassen. AuBerdem erschwert auch das Agar wegen seiner hohen 


+ 
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Erstarrungstemperatur eine gleichmifige Verteilung der Keime. Diese? 
Nachteile zeigen sich jedoch nicht bei Verwendung von gelatinehaltigem 
Niahrboden, so daB fiir die folgenden Versuche das Agar durch 15 %/o» 
Gelatine ersetzt wurde; die iibrige Zusammensetzung des Néhrbodenss 
blieb die gleiche wie beim D-Agar (s. 8.557), lackmusneutral. 


Dabei wurden die Keime zunichst in die Reagensréhrchen mit dem 
verfliissigten Gelatinenihrboden hineinpipettiert und wegen dés niedri- 
gen Erstarrungspunktes der Gelatine lieB sich eine gute Verteilung der 
einzelnen Zellen bereits vor dem AusgieBen des Niahrbodens in die 
Petrischalen herbeifiihren. Es ergaben sich folgende Abnahmeni 
(Tab. XII): 


Tabelle XII. Abnahme der Keimzahl. 


A=vor, B —nach dem Einfrieren und Auftauen in D-Gelatine. 


Saccharomyces cerevisiae | 


A i B % Abnahme 

433 389 10,2 | 
485 | 440 9,3 | 

726 631 13,0 | 

842 Oe 16,6 -Mittlere Abnahme der Keimzahl: 
187 167 10,7 12,0% 

Pseudomonas pyocyanea Pseudomonas fluorescens 
A B % Abnahme A B % Abnahme ? 
2419 1532 36,5 1152 988 [eee bere! 
987 644 32,7 184 165 10,3 
1680 872 48,1 787 649 17,5 
550 380 30,9 874 788 9,8 
1270 970 23,6 3320 2890 12,9 
Mittlere Abnahme: 34,4% Mittlere Abnahme:  12,9% 


. 
Die Hefe erfuhr demnach beim Einfrieren in dem kolloidreichen 
Nahrboden mit einer Absterbequote von 12°/o eine merklich schwiichere 
Verminderung der Keimzahl als beim Gefrieren in physiologischer 
Kochsalzlésung, dort starben beim Gefrieren in Reagensglisern (s. 
5.559) durchschnittlich 29,20 ab. 
Noch auffalliger war der Unterschied bei der gegeniiker dem Ge- 
frieren besonders empfindlichen Pseudomonas pyocyanea (Tab. XID, 
deren Keimzahl beim Gefrieren in D-Gelatine um nur 34,4°%o, beim 


Gefrieren in physiologischer Kochsalzliésung aber um 93,6°/o vermindert 
wurde. 


Fiir Pseudomonas fluorescens (Tab. XII) betrugen die entsprechenden 
Werte 12,9 baw. 28,2 %/o. 
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Der zusammengesetzte Nahrboden iibt also wihrend des Einfrierens 
eine deutliche Schutzwirkung auf die Mikroorganismen aus. Dieser 
Schutz kann einerseits darauf zuriickzufiihren sein, da beim Auftauen 
durch die Gegenwart der Kolloide in der Umgebung ein zu plétzlicher 
Wassereinbruch in die Zellen verhindert wird, so da® den Zellkolloiden 
Zeit zu einer gleichmifigen und strukturschonenden Wiederaufnahme 
des Wasgers gelassen wird. Andererseits ist aber auch damit zu rechnen, 
daB die Resistenz der Mikrobenzellen in einem gut balancierten System, 
das in einem komplexen Nihrboden vorliegt, optimal beeinflu®t wird. 


3. Absterbeverlauf bei wiederholtem Gefrieren. 


Die bisherigen Ergebnisse zeigten, daB durch den Gefriervorgang 
und das anschlieBende Auftauen nur ein bestimmter Prozentsatz der 
urspriinglich vorhandenen Zellen abgetétet wird. Diese Absterbequote 
ist abhingig von der Organismenart und der Zusammensetzung des 
Milieus, in dem sich die Zellen wiihrend des Gefrierens befinden. Damit 
driingte sich nun die Frage auf, wie sich die Uberlebenden gegeniiber 


-nochmaligem Gefrieren verhalten. Eine verminderte Absterbequote beim 


nochmaligen Gefrieren und Auftauen wiirde naémlich darauf schlieBen 
lassen, daB die einzelnen Zellen erhebliche Resistenzunterschiede gegen- 
jiber dem Kiilteeinflu8 aufweisen und die resistentesten Individuen einen 
weiteren Gefriervorgang mit erhéhter Wahrscheinlichkeit iiberstehen. 
Hine gréfere Absterbequote wiirde dagegen zu der SchluBfolgerung 
berechtigen, da jene Zellen, die den ersten Gefrier- und AuftauprozeB 
iiberstanden haben, dennoch eine deutliche Schwachung ihrer Kalte- 
resistenz erlitten und daher nochmaliges Gefrieren mit verminderter 
Wahrscheinlichkeit iiberleben. Und schlieBlich wiirde eine gleichblei- 
bende Absterbequote bedeuten, da siimtliche Zellen innerhalb einer 
Aufschwemmung die gleiche Kilteresistenz besitzen: Es wiirde also fiir 
das einzelne Individuum nur die Alternative bestehen, durch das Ein- 
frieren entweder getétet oder aber tiberhaupt nicht geschadigt zu 
werden, so daB letzten Endes tiber das Schicksal jeder einzelnen Zelle 
der Zufall — jedoch mit bestimmter Wahrscheinlichkeit, wie die Ab- 
sterbequote fiir die Gesamtzahl der Zellen angibt — entscheidet. Der 
Kiltetod der Mikrobenzelle miiBte demnach als Kettenreaktion im An- 
schlu8 an einen Primirakt erfolgen und im Sinne der Jorpanschen 
Treffertheorie gedeutet werden. 

Uber die Ergebnisse derartiger Untersuchungen wurde bereits an 
anderer Stelle berichtet (Stmre, 1944), so daf hier auf eine nochmalige 
Wiedergabe der Versuchsanordnung und einzelner Zahlenwerte ver- 
zichtet werden kann. Wesentlich ist die Tatsache, da in Aufschwem- 
mungen von Nichtsporenbildnern beim wiederholten Einfrieren und 
Auftauen jedesmal! der gleiche Prozentsatz der Uberlebenden abstarb. 
So wurden z.B. von Saccharomyces cerevisiae beim ersten Gefrieren 
und Auftauen 28,7%o der urspriinglich vorhandenen Zellen vernichtet, 


a 
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beim zehnmaligen Einfrieren und Auftauen ergab sich stets anniihernd | 
die gleiche Abnahme, und zwar im Mittelwert 29,6°0. Bei Bacterwum 
rubidaeum betrug die Keimzahlverminderung beim ersten Gefrieren | 
62,2 °/o; bei fiinfmal wiederholtem Temperatursturz gingen durchschnitt- - 
lich 82,7°o zugrunde. Gleichsinnige Befunde ergaben sich fiir Psexdo-. 
monas pyocyanea und fiir Bacteriwm tenellum. Demnach ist der ge) 
samte Absterbeverlauf dieser Mikroorganismen beim wiederhojen Ein- | 
frieren und Auftauen exponentiell. 


4. Verhalten der Mikroorganismen bei langfristiger 
Kiilteeinwirkung: EinfluB verschiedener Temperaturen. 


In den vorangehenden Abschnitten wurde iiber die Wirkung, die der 
Gefriervorgang und das anschliefSende Auftauen als Awrzfristige Win- 
eriffe auf die Mikroorganismen ausiiben, berichtet. Besondere Beach- | 
tung fanden dabei verschiedene zusiatzliche Faktoren, die den Einflub& 
der Kilte auf die Zellen unterstiitzen oder abschwiichen. Die folgenden 
Ausfiihrungen beschiftigen sich mit dem Verhalten der Mikroorga- 
nismen bei langfristiger Kalteeinwirkung. 


Schon die einfache Beobachtung lehrt, das die allgemein verbreiteten 
Bodenorganismen, einschlieBlich der nichtsporenbildenden Arten, lingere 
Frostperioden tiberdauern, um bei Eintritt zusagender Umweltbedin- 
gungen ihre Lebenstitigkeit wieder aufzunehmen. Auch der rasche 
Verderb, den die verschiedenartigsten Lebensmittel nach monatelanger 
Gefrierlagerung im aufgetauten Zustande erleiden, ist fast ausnahms- 
los auf tiberlebende Mikroorganismen und nicht auf Neuinfektionen zu- 
riickzufiihren. 


Wihrend in der dlteren Literatur nur vereinzelte Angaben iiber den 
langfristigen Kiélteeinflu8 auf Mikroorganismen zu finden sind, hat die 
rapide Entwicklung insbesondere der amerikanischen und englischen Gefrier- 
industrie in den letzten zwei Jahrzehnten zu einer fast uniibersehbaren Fiille 
von Untersuchungen iiber diese Frage gefiihrt. Die meisten dieser Arbeiten 
dienen rein praktischen Zielen und begniigen sich mit der Feststellung, dab. 
bestimmte Organismenarten liingere Gefrierzeiten iiberdauern, wiihrend ver- 
schiedentlich auch quantitative Angaben iiber die Verschiebung des zahlen- 
mifigen Verhiiltnisses der Mikroorganismen zueinander bei lingerer Gefrier- 
dauer gemacht werden. Im aligemeinen vermitteln diese Mitteilungen jedoch 
kein klares Bild von dem Absterbeverlauf bestimmter Bakterienarten, da 
meistens Mischinfektionen untersucht werden. AufschluBreicher fiir ‘eine 
statistische Auswertung sind indessen die Ergebnisse der Autoren, die mit 
Reinkulturen arbeiteten, insbesondere die Untersuchungen von WaLtacs 
und Park, Haines und McFarrane. Soweit geeignete Versuchsobjekte ge- 
wihlt wurden (nichtsporenbildende Bakterien und Hefen in gleichmiBiger 
Aufschwemmung), lassen die mitgeteilten Werte unschwer auf einen expo- 
nentiellen Absterbeverlauf der Mikroorganismen wiihrend liingerer Gefrier- 
dauer schlieSen, da bei Umrechnung die Absterbequoten pro Zeiteinheit 
ziemlich konstante Werte aufweisen. Ein kleines Zahlenbeispiel soll diesen 
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Vorgang veranschaulichen: Haben in einer gleichmifigen Aufschwemmung 
4000 Zellen das Einfrieren iiberstanden, so sterben wiihrend der anschlieBen- 
den Gefrierlagerung nach einer bestimmten Zeiteinheit schlieBlich 50°/o der 
anfangs vorhandenen Zellen ab, so daf sich ihre Zahl auf 2000 vermindert. 
Um eine weitere Abnahme auf 1000 Zellen herbeizufiihren, ist dann wieder- 
um die gleiche Zeiteinheit erforderlich. Nach gleichen Zeitabstinden erfolgt 
dann ebenfalls die Verminderung der Uberlebenden auf 500, 250, 125 usw. 


Es ist einleuchtend, daB die Abnahme der Keimzahl wihrend des statio- 
niren Gefrierzustandes wesentlich langsamer verliuft als bei dem raschen 
Vorgang des Einfrierens; anderenfalls lieSe sich namlich bereits durch eine 
kurzfristige Aufbewahrung der Aufschwemmungen bei Gefriertemperaturen 
vollige Sterilitét herbeifiihren. 

Besondere Beachtung verdienen in diesem Zusammenhange die Befunde 
von Haines, der feststellte, daB die Lagertemperatur von wesentlicher Be: 
deutung fiir den Absterbeverlauf der Mikroorganismen ist, und daf} Bakterien- 
aufschwemmungen bei einer Gefriertemperatur von — 20°C in vielen Fallen 
wesentlich linger lebensfahig blieben als solche, die nur wenig unterhalb 
des Gefrierpunktes aufbewahrt wurden. In Ubereinstimmung dazu konnte 
nachgewiesen werden, daf die natiirlichen Zellproteine in schonend ge- 
wonnenen Extrakten von Pseudomonas pyocyanea bei —2°C wesentlich 
rascher koagulierten als bei — 20°C. 

Die folgenden Versuchsreihen zeigen das Verhalten von Saccharo- 
myces cerevisiae wihrend der Gefrierlagerung bei — 4%, — 15° und 
_240C, Da es erforderlich erschien, Aufschwemmungen mit hoher 
Keimdichte zu verwenden, wurden die Zellen aus der urspriinglichen 
Nahrlisung zunichst durch Zentrifugieren angereichert, um dann das 
Sediment in physiologischer Kochsalzlosung aufzunehmen und auf eine 
geeignete Konzentration zu verdiinnen. Dann wurde diese Aufschwem- 
mung auf eine groéBere Serie steriler Reagensgliser verteilt und nach 
der Bestimmung des Anfangskeimgehaltes zunichst bei — 24°C einge- 
froren. Darauf wurden die Glaser zur Weiterlagerung teils in Gefrier- 
riumen mit einer Temperatur von —-49C und —-15°C tbertragen, 
teils verblieben sie bei —249O. Nach bestimmten Zeitabstiinden er- 
folgten dann Keimzahlbestimmungen; dabei wurde fiir jede einzelne 
Ermittlung stets ein besonderes Roéhrehen entnommen (Tab. XIIf u. 


Abb. 2). 


Tabelle XII. Absterbeverlauf. 


Saccharomyces cerevisiae (Versuchsreihe 1) 


Keimzabl je ccm vor dem Gefrieren: Logarithmus Keimzahl: 
220 - 10? 9,34 


Nach Einfrieren bei == 949 C und 
Auftauen: 


[ac ke 9,20 


| 
Abnahme beim Einfrieren: 27,7 % 
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Tabelle XIII. (Fortsetzung.) 

Lagerd é | 
eae —4°C | Log — 15°C Log — 24°C | Log 


0 159.107 | 9,20 159.107 | 9,20 15955107 iete ee) 


3 603 . 10° 8,78 105 . 107 9,02 135.107 9,13 


g || 417.108 | 862 || 528.10° | 872 || 758.108 8,88 


15 745 . 10° 7,87 566 . 108 8,75 || 502.10° | 8,70 


25 341. 10° 7,53 241.10 | 838 525 ..10° | 8,72 


58 209 . 108 5,32 | 160.108 | 7,20 SIS STO" Terre 


ie 429.10 3,63 §93 5104.) O77 269 . 105 7,48 


Die rasche Abnahme der Keimzahl bei —4°C und die Richtung der | 
Absterbekurve deuteten darauf hin, daf nach ausreichender Lagerdauer | 
schlieBlich véllige Sterilitét der Aufschwemmung herbeigefiihrt wird. 


Uberlebende 


0 10 20 50 0 50 60 0 80 
Lagerdauer loge 


Abb. 2. Absterbeverlauf von Saccharomyces cerevisiae bei ver- 
schiedener Temperatur (—4°, — 15 u. — 24°C). 


Fin weiterer Versuch (Tab. XIV) bestiitigte diese Vermutung. Die 
Lagertemperaturen waren — 4° und — 249°C. 


Tabelle XIV. Absterbeverlauf. 


Saccharomyces cerevisiae (Versuchsreihe 2) 


Keimzahl je ccm vor dem Gefrieren: Log Keimzahl: 
1675105 7,20 


Nach dem Gefrieren bei —24°C | 
und Auftauen: | 


106 . 105 7,03 


Abnahme beim Einfrieren: 32,5 % 
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Tabelle XIV. (Fortsetzung.) 


Bceccaner ages Sats io 
in Tagen cane | Log — 24°C | Log 
0 106.108 7,03 106 . 105 7,03 
4 284.104 | 645 | 798.10 | 690 
16 663.108 5,82 304.108 | 6,48 
24 118. 10° 5,07 191.10 | 6,28 
99 || 104. 108 | 5,02 eda. 10+) | 6,06 
36 962.10 3,98 856.108 | 5,93 
50 333 . 10 3,52 747 . 108 5,87 
75 17 | 1,23 133.103 | 5,12 
97 B | ais 665.107 | =| 4,82 


Die bei —4°C aufbewahrte Hefeaufschwemmung erwies sich also 
bereits nach einer Lagerzeit von 97 Tagen als steril. Demgegentiber er- 
folgte nach gleicher Zeitdauer bei __240C eine zwar beachtliche Ver- 
minderung der Keimzahl — um mehr als zwei Zehnerpotenzen —, der 
noch verbliebene Keimgehalt entsprach indessen nur der Abnahme, 
die bei —4°C bereits nach 30 Tagen eingetreten war. 
Pa Die Absterbegeschwindigkeit der Mikroorganismen im eingefrorenen 
Justande wird wiederum entscheidend durch die Milieuverhiltnisse der 
Aufschwemmungsfliissigkeit beeinfluBt. So erfolgt die Abnahme bei 
; saurer Reaktion der Umgebung wesentlich rascher als bei neutralen 
: oder alkalischen Verhiiltnissen. In zuckerhaltigen Nihrlésungen einge- 
frorene Bakterien- und Hefezellen bleiben erheblich linger lebensfahig 
: nls solche, die nur in physiologischer Kochsalzlésung eingefroren wurden. 
Das gleiche gilt auch fiir die Anwesenheit von Kolloiden, die den Ab- 
sterbeverlauf deutlich verlangsamen. Es ist somit auch selbstverstand- 
lich, da® durch derartige besondere Verhiiltnisse auch jene Unter- 
- schiede, die sich hinsichtlich der Absterbegeschwindigkeit zwischen den 
bei verschiedenen Gefriertemperaturen aufbewahrten Aufschwemmungen 
ergeben, erheblich verstérkt oder abgeschwiicht werden k6énnen. 


Zur Beurteilung der Frage, wieweit unter natiirlichen Bedingunger 
Mikroorganismen langere Frostperioden tiberstehen kénnen, spielen 
derartige Faktoren ebenfalls eine betriichtliche Rolle. Die besondere 
Jusammensetzung gefrorener Lebensmittel wird gleichzeitig auch den 
Absterbeverlauf der anwesenden Mikroben entscheidend beeinilussen. In 
gleicher Weise ist auch die Beschaffenheit des Bodens fiir die darin ein- 

_ gefrorenen Mikroorganismen von Bedeutung, und je nach dem Kolloid- 
gehalt, dem Salzgehalt, der Wasserfiihrung, der H-Ionenkonzentration 
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und den allgemeinen Strukturverhiltnissen werden entsprechende Unter- 
schiede im Absterbeverlauf in Erscheinung treten. 

Das rasche Absterben der Hefezellen bei den héheren Gefriertempe- 
raturen kénnte vermuten lassen, daB es sich dabei méglicherweise um 
ein schnelleres ,,Verhungern“ oder eine &ahnliche Erschépfung handeln 
konne. Tatsiichlich sind ja auch die Mikroorganismen und selbst ihre? 
Dauerformen im latenten Zustand, wenn auch z.T. auSerordentlichi 
lange, doch nicht unbegrenzt lebensfahig. Im vorliegenden Falle ware? 
also zunichst die Annahme berechtigt, daB die Hefezellen bei Unter-- 
schreiten bestimmter Temperaturen zwar die Aufnahme von Nahrstoffent 
aus ihrer Umgebung und alle meBbaren aktiven LebensauBerungen voll- - 
kommen einstellen, daB aber dennoch ein gewisser innerer Stoffwechset i 
im Protoplasten weiterliuft, dessen Reaktionsgeschwindigkeit mit sin-- 
kender Temperatur verlangsamt wird. 

Die Klirung dieser Frage brachte ein Kontrollversuch, in dem das} 
Verhalten von Hefezellen ohne Nihrstoffzugabe bei Temperaturen ober- - 
halb des Gefrierpunktes verfolgt wurde. Die Hefe (Kultur 48 Stunden | 
alt) wurde zunichst durch mehrfaches Zentrifugieren in physiologischer ' 
Kochsalzlésung vollstiindig von den letzten Spuren ihrer urspriing- 
lichen Nihrlésung befreit und dann in physiologischer NaCl-Auf- 
schwemmung wiihrend eines lingeren Zeitraumes bei + 30°C autbe- 
wahrt. Bei zwei gleichsinnigén Versuchen ergaben laufende Keimzahl- 
bestimmungen folgende Werte: (Tab. XV u. Abb. 3). 


Uberlebende 


lLagerdaver Tage 


Abb. 3. Saccharomyces cerevisiae Abnahme der Keimzahl bei 
+ 30°C in physiologischer Kochsalzldsung. 


Obgleich der Hefe wahrend dieser Versuche nicht die geringsten 
Nahrstoffe geboten wurden, nahm die Zahl der lebensfiihigen Zellen im 
Verlaufe der Lagerzeit trotz der hohen Temperatur nur ganz unerheb- 
lich, und zwar wesentlich geringer als bei allen Gefriertemperaturen 
ab. Vergleicht man die Befunde, die sich bei den verschiedenen Tempe- 
raturen (+ 30; —4; — 15; — 24°C) ergaben, so liBt sich feststelien, 
daf die beschleunigte Abnahme der lebensfiihigen Zellen bei —49C 
nicht auf eine Erschépfung der Reservestoffe oder allgemein auf ein 
»Verhungern“ zuriickzufiihren ist: es muB vielmehr im_ kritischen 
Temperaturbereich um —-4°C die Zelle besonders starke Schiidigungen 
erfahren, die bei noch tieferen Gefriertemperaturen (—24°C und dar- 
unter) wesentlich geringer sind und die ihr bei Temperaturen oberhalb 
des Gefrierpunktes erspart bleiben. 
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Tabelle XV. Absterbeverlauf. 


laccharomyces cerevisiae, Verhalten in physiologischer Na-Cl-Lésung wihrend der Aufbewahrung 


bei + 30° C. 
Werth T= Siig ee el 
Tage Keimzahl je ccm | ‘Log Keimz. Keimzahl je cem Log. Keimz. 
0 333 . 105 | 7,52 563. 108 5,75 
1 227 A108 .4 07 7,44 544.108 | 5,74 
2 997.105 7,36 531. 103 5,72 
3 ive | ae 512. 103 5,71 
: ah ots | 480.103 | 5,68 
6 219. 105 7,34 | oe Ps 
7 248.105 | 7,39 = us 
8 e) Es 493 . 108 5,69 
9 sy, sb 440 . 108 5,64 
10 = a — — 
11 at | =a — | = 
12 174. 105 7,24 491.108 | 5,69 
13 — se | ms | 25 
14 a ae 354 . 103 | 5,55 
15 ae | <4 | <n: | #5 
16 Be ue | 315 2108 iy? | 5,50 
17 — | — | = | = 
18 -- | ae He e 
19 vcs | a | 325 . 108 5,51 
20 = | - = | 
21 Me | ee | 261 . 108 5,42 
22 | 208 . 10° 7,30 — | = 


Besprechung der Befunde. 


_ Bei den untersuchten Mikroorganismenarten kann der Kiltetod ein- 
-zelner Individuen zu drei verschiedenen Zeitpunkten erfolgen: 1. oeim 
Einfrieren, 2. wihrend des Verweilens im eingefrorenen Zustande, 
8. beim Auftauen. Die gesamte Absterbequote setzt sich aus diesen drei 
Komponenten zusammen. Wiirde niimlich der Auftauvorgang das einzig 
mogliche Gefahrenmoment darstellen, dann hiitten weder die Gefrier- 
geschwindigkeit noch ein liingerer Aufenthalt bei tiefen Temperaturen 
irgend einen Einfluf aut die Zahl der getéteten Zellen. Somit kann 
die Auffassung jener Autoren, die allein dem Auftauen die entschei- 
dende Bedeutung beimessen — wenigstens soweit es die hier unter- 
suchten Objekte betrifft —, nicht bestitigt werden. Ebensowenig stellt 
aber auch der Gefriervorgang, bzw. das Einfrieren die einzige Gefahren- 
quelle fiir die Mikroorganismen dar; denn dann wiirde es belanglos 
sein, ob das Auftauen rasch oder langsam erfolgt. 
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Die Tatsache, daB eine erhéhte Gefriergeschwindigkeit den Mikro- 
organismen weniger schidlich ist als langsames Einfrieren, konnte Ze 
niichst den Schlu® nahelegen, da® der Kaltetod durch eine mechanische 
Schiidigung der Zelle infolge der Kristallisation des Wassers herbei- 
gefiihrt wird. Bei langsamer Abkiihlung hat das Wasser Zeit, sich zu 
sammeln, grobkristallin auszugefrieren und so innerhalb der Zelle wesent- 
lich stiirkere Verletzungen herbeizufiihren als beim raschen Gefrieren,, 
bei dem sich zahlreiche feinere Kristalle ausbilden, falls nicht sogar ein 
glasartiger Zustand, wie A. und 8. Gorrz annehmen, eintritt. Die Fest- 
stellung, da& unterschiedliche Umweltbedingungen (Anderung des pH- 
Wertes, der Anionen und der Kationen, des osmotischen Wertes) die 
Kalteempfindlichkeit beeinflussen, braucht dem nicht zu widersprechen;; 
sie lieBe sich durchaus mit der Annahme eines mechanisch bedingten 
Kiiltetodes vereinbaren. Denn all diese Faktoren diirften nicht nur die 
Entquellung der Zellkolloide, sondern auch die Kristallisation waBriger 
Lésungen unterschiedlich beeinfiussen. 


Das weitere Absterben einzelner Zellen wiihrend des Verweilens im} 
eingefrorenen Zutande kénnte ebenfalls auf mechanische Verletzungea 
zuriickgefiihrt werden. Es wire méglich, daB unter anhaltender Kilte-- 
einwirkung innerhalb der Zellen Umkristallisationen des ausgefrorenen! 
Wassers erfolgen, die durch Zerstérung lebenswichtiger Strukturen den 
Tod herbeifiihren. Verliuft nun ein solcher Vorgang langsamer beti 
tiefen als bei méfigen Gefriertemperaturen, so wird damit die Tatsache: 
verstiindlich, daf das Absterben einzelner Individuen umso langsamer’ 
erfolgt, je tiefer die Aufbewahrungstemperatur ist. 


Gegen einen Kiltetod durch Kristallbildung sprechen indessen ver- 
schiedene Griinde. Als die wichtigsten erscheinen folgende: 


1. Beim Auftauen sterben weitere Zellen ab. Wenn bei diesem Vor- 
gange auch noch Umkristallisationen des Eises eintreten sollten, so 
ist dennoch schwer einzusehen, warum diese beim langsamen Auftauen, 
das fiir die Organismen schonender ist, weniger heftig verlaufen sollen 
als beim raschen Auftauen. 


2. Kiilteempfindliche Arten (z.B. Pseudomonas pyocyanea) sind 
auch besonders empfindlich gegeniiber hypertonischen Lésungen. Sie be- 
antworten also den Wasserentzug auch in diesem Falle, der nichts mit 
einer Kristallbildung zu tun hat, in dhnlicher Weise wie beim Gefrieren. 

Die Vorstellung von Mitier-THurcau iiber die Ursachen des Kiilte- 
todes, die in der Folgezeit insbesondere durch GorkE, FiscuHrk, Harvey 
und Ky.in verfolgt wurde, lit sich ebenfalls mit den vorliegenden Er- 
gebnissen nicht vereinbaren. Nimmt man niimlich an, dah die mit dem 
Wasserentzug einhergehende Konzentrationserhéhung der im Proto- 
plasma gelésten Substanzen schlieBlich eine Giftwirkung ausiibt und 
das kolloidale Gleichgewicht innerhalb der Zelle stiért, so wiiren die 
gréBten Schiden bei besonders tiefen Gefriertemperaturen zn erwarten. 
In Wirklichkeit fiihren jedoch die sehr tiefen Temperaturen -— infolge 
erhbhter Gefriergeschwindigkeit — geringere Schidigungen herbei als 
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mibige Gefriertemperaturen. Auch die Tatsache, dafi im eingefrorenen 
Zustande die Abnahme der Keimzahl umso langsamer erfolet je tiefer 
die Aufbewahrungstemperatur ist, widerspricht dieser Auffassung. Und 
schlieBlich wiirde es fiir die Zahl der Uberlebenden dann perks vollig 
belanglos sein, ob das Auftauen rasch oder langsam erfolgt. 

Auch die Theorie von Sacus und Hoppe-Seyer, die spater vor allem 
durch Injin weiterentwickelt wurde, li®t sich aus den gleichen Griinden 
mit den vorliegenden Befunden nicht restlos in Einklang bringen. Sie 
gibt zwar eine sehr einleuchtende Erklirung fiir die schonende Wirkung 
des langsamen <Auftauens und fiir resistenzerhéhende Bedingungen, 
doch kann sie die schonende Wirkung raschen Gefrierens und tiefer 
Lagertemperaturen nicht erklaren. 


Die Ansicht von Mez, nach der das Unterschreiten bestimmter 
spezifischer Temperaturminima den Kiltetod bewirkt, kann fiir die hier 
untersuchten Objekte-keine Giiltigkeit haben. Sie wird durch die Fest- 
stellung widerlegt, da®i sehr tiefe Temperaturen keine besonderen 
Schiiden verursachen. Auch der Hinflu®, den die unterschiedliche 
Auftaugeschwindigkeit auf die Zahl der Cberlebenden ausiibt, spricht 
gegen diese Auffassung. 


Von den bisherigen Vorstellungen iiber die Ursachen des Kalte- 
todes scheint demnach keine Theorie geeignet zu sein, alle die oben 
mitgeteilten, an Mikroorganismen gewonnenen Ergebnisse vollig auf- 
zukliren. Dadurch soll indessen ihr Wert, den sie z. T. fiir die Deutung 
von Einzelerscheinungen haben, die wihrend der Kilteeinwirkung ein- 
treten, keineswegs eingeschrinkt werden. Aber insgesamt diirften die 
Vorgiinge, die bei Eintritt des Todes innerhalb der Zelle ablaufen, eben- 
so schwer zu iiberblicken und in ihrer tatsichlichen Bedeutung zu er- 
' fassen sein wie jene Erscheinungen von kompliziertester Feinheit, die 
das Leben bedingen. So kann auch die vorliegende Arbeit die Frage 
nach einem ,,Mechanismus‘ des Kialtetodes nicht beantworten, sondern 
tediglich einige Einzelbeobachtungen zu diesem Problem beitragen. 


Folgender Punkt scheint mir besondere Beachtung zu verdienen: 
Alle Forscher, die sich bisher mit dem Kiltetode beschiftigten, be- 
trachten das gesamte Protoplasma in all seinen Bestandteilen entweder 
als gleichmiBig empfindlich gegentiber der Kilteecinwirkung, oder aber, 
falls sie hinsichtlich der Kalteempfindlichkeit einzelner Zellelemente 
unterscheiden, dann suchen sie besondere Schidigungen der Plasmamem- 
pranen. Die eigenen Ergebnisse deuten jedoch nicht in diese Richtung. 
Wenn nimlich die Summierung zahlreicher Schiiden an vielen, im ge- 
samten Protoplasma oder an dessen Oberfliiche verteilten Kolloiden den 
Tod der Zelle herbeifiihren wiirde, dann wiire ein exponentieller Ab- 
sterbeverlauf, der sich beim wiederholten Einfrieren und Auftauen 
homogener Aufschwemmungen von Mikroorganismen ergibt, kaum mog- 
lich. Es miiSten dann, falls alle Individuen unter sich gleich sind, bei 
- der Kilteeinwirkung entweder alle Zellen gleichzeitig zugrunde gehen 
oder alle gleichzeitig tiberleben. Und auch dann, wenn die Zellen unter- 
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einander gewisse Resistenzunterschiede aufweisen wiirden und die} 
schwiichsten zuerst abstiirben, knnte im Endergebnis nicht immer wieder 
ein exponentielles Absterben erfolgen: denn in diesem Falle wiirde ein; 
derartiger Absterbeverlauf voraussetzen, da beim ersten Gefrieren und 
Auftauen zunichst die empfindlichsten Zellen absterben und daf dann} 
bei den wiederholten Gefrier- und Auftauvorgingen immer wieder ge-- 
nau der gleiche Prozentsatz der Uberlebenden eben so weit geschwacht 
wird, daB er dem nichsten Temperatursturz erliegen mub. 


Wie bereits in einer friiheren Mitteilung (Sritie, 1944) ausgefiihrt, , 
deutet der immer wieder beobachtete exponentielle Absterbeverlautf 
vielmehr darauf hin, daf der Kialtetod primar durch die Zerstérung} 
eines lebenswichtigen engbegrenzten Teiles der Zelle herbeigefiihrt wird, , 
bei dem es sich méglicherweise nur um eine besonders empfindliche} 
Molekiilgruppe handelt. Die iibrigen Veriinderungen, die sich im An-- 
schlu8 daran an dem Organismus vollziehen, sind dann nur noch vont 
sekundirer Bedeutung. Die Resistenz der gesamten Zelle kann daher’ 
nur so groB sein wie die Resistenz des empfindlichsten ihrer lebens- - 
wichtigen Anteile. Auch fiir den Kiiltetod von Mikroorganismen scheint : 
daher die von P. Jorpan entwickelte ,,Treffertheorie* Giiltigkeit zm! 
haben; die Analyse des Trefferereignisses bietet in diesem Falle jedoch | 
erhebliche Schwierigkeiten und es lift sich bisher nicht entscheiden, , 
ob dieser Vorgang mehr mechanischer oder mehr biochemischer Art ist. . 
Es spricht vieles fiir die Annahme, daf ein derartiges ,Steuerungs- | 
zentrum“ im Zellkern lokalisiert ist, dessen Vorhandensein auch fiir die | 
Bakterien durch eine Reihe von Untersuchungen in neuerer Zeit mit: 
groBer Wahrscheinlichkeit erwiesen werden konnte (StTrL-Le, PrEKARSKI,. 
Stapp, Knaysi, Rosinow, vAN ITERSON U. a.). 


Die Tatsache, daB abgeinderte Umweltbedingungen die Absterbe- 
quote der Mikroorganismen beim Einfrieren, bzw. den Absterbeverlauf 
im eingefrorenen Zustande beeintrichtigten, spricht nicht gegen eine 
primire entscheidende Schiidigung innerhalb des Zellkernes. Der Kern 
wird von dem iibrigen Protoplasten schiitzend umgeben; daher kénnen 
Anderungen der Schutzwirkung des Protoplasten, die durch Elektrolyte 
Wasserstoffionen und iihnliche Einwirkungen herbeigefiihrt werden} 
sich auch auf die Resistenz des Zellkernes und seiner Teile tibertragen. 


Zusammenfassung. 


Untersuchungen iiber die Wirkung des Einfrierens und Auftauens 
auf Mikroorganismen (Saccharomyces cerevisiae, Pseudomonas fluores- 
cens, Ps. pyocyanea, Bacteriwn rubidaeum, Bact. prodigiosum, Bact. 
tenellum, Bact. odiosum) fiihrten zu folgenden Ergebnissen: 

1. Die Zahl der Uberlebenden wird entscheidend durch die Ge- 
schwindigkeit des Einfrierens und des Auftauens bestimmt. Langsames 
Einfrieren und rasches Auftauen bewirken die stiirksten, rasches Ein- 
frieren und langsames Auftauen die geringsten Abtiahiden! 
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2. Beim Einfrieren ist der fiir die Mikroorganismen schidliche Tempe- 
raturbereich bei —24°9C bereits durchlaufen, so da eine weitere 
Temperatursenkung auf — 193°C keine weiteren Abnahmen herbeifiihrt. 


3. Die Absterbequote wird wesentlich durch zusdtzliche Faktoren 
beeinfluBt. Hohe Wasserstoffionenkonzentration vermindert die Kalte- 
resistenz der Mikroorganismen, die Kationen und Anionen verschiedener 
Neutralsalze haben bereits in geringer Konzentration eine spezifische 
Wirkung, die Anwesenheit von Kolloiden in der Aufschwemmungs- 
fliissigkeit tibt eine Schutzwirkung auf die Mikroorganismen aus. 


4. Die kilteempfindliche Pseudomonas pyocyanea wird durch hyper- 
tonische Lisungen ebenfalls besonders stark geschidigt. 


5. Beim mehrfachen Gefrieren und Auftauen homogener Aufschwem- 
mungen bleibt die Absterbequote konstant. Infolgedessen ergibt sich 
insgesamt ein exponentieller Absterbeverlauf. 


6. Bei langfristiger Kilteeinwirkung auf homogene Aufschwem- 
mungen erfolgt ebenfalls ein exponentielles Absterben. Die Geschwindig- 
keit, mit der die Keimzahl abnimmt, richtet sich nach der Zusammen- 
setzung des Milieus, in dem sich die Mikroorganismen befinden, und 
nach der Temperatur, bei der sie aufbewahrt werden. Das Absterben 
erfolgt bei —4°C wesentlich rascher als bei —15 und —-24°C; je 
tiefer die Temperatur, desto langsamer ist der Absterbeverlauf. 

7. Der Kiltetod kann bei allen untersuchten Arten demnach zu drei 
verschiedenen Zeitpunkten eintreten: wihrend des Gefrierens, wihrend 
des Verweilens im eingefrorenen Zustande und wihrend des Auftauens. 

8. Die bisherigen Theorien iiber die Ursachen des Kiltetodes ge- 
statten keine restlose Erklérung der vorliegenden Ergebnisse. Der ex- 
ponentielle Absterbeverlauf spricht fiir die Annahme, daB der Kiltetod 
bei den hier untersuchten Objekten primir durch ein einzelnes Tretfer- 
ereignis im Zellkern ausgelést wird. 


Nachtrag: 


Nach Abschlu8 vorliegender Untersuchungen erschien eine Mit- 


-teilung von G. BREDEMANN, K. Garper, P. Warreck und Kt. Sunr: Die 


Temperaturabhiingigkeit der Lebensdauer von Bliitenpollen, Natur- 
wissenschaften, 34, 279—280 (1947). Die Verfasser konnten feststellen, 
daB die Pollen von Lupinus polyphyllus Lindl. das Einfrieren nicht 
nur tiberstehen, sondern da ihre Lebensdauer durch Aufbewahrung 
bei tiefen Gefriertemperaturen ebenfalls erheblich verlingert wird. Aut 
Grund einer Berechnung glauben die genannten Autoren zu der Schlub- 
folgerung berechtigt zu sein, da® die Keimfihigkeit der Pollen bei 
_800C etwa ein Jahrzehnt und bei — 190°C infolge duberster Re- 
aktionsverminderung sogar innerhalb Jahrmillionen erhalten bleiben 
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(Aus dem Institut fiir Pflanzenkrankheiten der Universitat Bonn.) 


Weitere Beobachtungen iiber dasZusammenleben 
von Ophiobolus graminis und anderen 
Bodenmikroben mit Hilfe der Aufwuchsplatten. 


Von 


A. GERHARD WINTER, 
Mit 6 Textabbildungen. 


(Eingegangen am 23. Dezember 1948.) 


In einer vorangegangenen Arbeit (WINTER 1949) konnte gezeigtt 
werden, daB Ophiobolus graminis mit anderen Bodenmikroben, insbe-- 
sondere Pilzen, alle méglichen Arten des Zusammenlebens |Parabiose, 
Eusymbiose, Dyssymbiose (SCHAEDE) in Form eines Parasitismus von! 
Seiten des Ophiobolus oder des anderen Partners] eingeht.  Stets: 
kam es dabei allerdings nur zu einem parallelen Hyphenverlauf der: 
beiden Pilze; niemals gingen von dem Leitpilz, dem sich der Begleit- 
pilz in seiner Wuchsform ja anpabt, Reize aus, die bei der Aus- 
bildung einer Seitenhyphe den Begleitpilz ver- 
anlabten, gleichenorts mit der Bildung einer 
diese Seitenhyphe begleitenden Abzweigung zu 
reagieren. Die Abb. 1 zeigt nun eine solche: 
Art der Beeinflussung auf einem Cholodny-Ob- 
jekttriger, der mit Ophiobolus graminis be- 
impft war und 14 Tage in Gartenerde verblieb. 

Die dunkle, breite Ophiobolus-Leithyphe 
wird auf der rechten Seite von einem Pilz mit 
helleren, schmaleren Hyphen begleitet, der an 
den Punkten 1, 2 und 3_ gleichzeitig mit 
Ophiobolus graminis nach rechts Seitenhyphen 
abzweigt und diese Ophiobolus-Seiteniiste auch 
weiterhin begleitet, wie man besonders gut an 
den Punkten 4 und 5 erkennt, wo er sich mit 
einer Seitenhyphe nunmehr vom Ophiobolus- 
Myzel trennt. In der Photographie ist dieses 


Abb. 1. Ophiobolus graminis und 5 ve ' : ° E k Z 
Begleitpilz. Cholodny-Pripa- Zusammenleben beider Pilze nur streckenweise 


rat. Vergr. 60 mal. deutlich zu erkennen, da sie zu dicht neben- 


einander oder gar untereinander liegen und der 
im Priparat infolge der Doppelfiirbung mit Methylenblau und Phenyl 
erythrosin vorhandene Farbkontrast (Ophiobolus blau, Begleitpilz rot) 
nur schwach hervortritt. Im oberen Teil des Priiparates zwischen 


| wachsens beider Pilze an drei, 


nis bei der Ausbildung plekten- 
-ehymatischer Hyphenkniuel, 
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der Abzweigung der zweiten und dritten Hyphe fruktifiziert der Be- 
gleitpilz (6), ohne dafi es allerdings méglich war, die Artzugehérigkeit 
zu bestimmen. Diese syn- 
chrone Verzweigung  beider 
Pilze ist nun kein Zufall. Sie 
wiederholt sich in allen Teilen 
des Priparates, wo die beiden 
Pilze sich tiberwachsen, regel- 
miibig. Insbesondere  findet 
sich in dem an den unteren 
Teil des Bildes angrenzenden 
Gesichtsfeld diese gleichzeitige 

Seitenhyphenbildung schon 
vom Beginn des Zusammen- 


d. h. an allen Verzweigungs- 
stellen auf der rechten Seite 
des Ophiobolus-Myzels. Es 
erfolgt also hier stets nur 
eine gleichzeitige Ausbildung 
yon Seitenhyphen und zwar an 
insgesamt 6 unmittelbar auf- 
einander folgenden Stellen. 
Dabei ist diese Symbiose nicht 
so eng, dab sich der Begleit- 
pilz nicht doch wieder aus 
dem Bereich der Ophiobolus- 
Hyphen heraus begeben 
koénnte, wie man in der 
Abbildung an den Punkten 
4 und 5 erkennen kann. 
Analoge Bilder ergeben 
sich, wenn Ophiobolus grami- 


die hiiufig die’ Bildung von ** 
* . 2 : BO Abb. 2 u.3. Ophiobolus graminis und Begleitpilz mit 
Perithezien einleiten saut diesen plektenchymatischen Hyphenkniueln. Cholodny- 


Pilz trifft (Abb. 2 und 3). Sie Priiparat. Vergr. 60 mal. 


bilden dann in diesem Be- 

reich der Aufwuchsplatte zusammen ein Gewebe, an dem beide Pilze 
— allerdings Ophiobolus graminis zum iiberwiegenden Teil und, 
weil er der Leitpilz ist, formgebend — beteiligt sind. In dem Praparat 
selbst liBt. sich der Anteil beider Pilze an diesem Gewebe infolge 
ihrer verschiedenen Anfirbung weitgehend verfolgen und beobachten, 
wie unentwirrbar sie miteinander verflochten sind. Es entsteht also 


ein gemischtes Plektenchym, das vielleicht als eine Analogie zu dem 


Zusammenleben von Algen und Pilzen in den Halbflechten aufgefaht 
39 * 
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werden kann, wie sie Scumip (1933) und Tuomas (1939) in den- 
eriinen Algeniiberziigen auf Baumrinden beobachtet haben. In den. 
Bildern sind nur die Haupthyphen der beiden Pilze gekennzeichnet, — 
und zwar Ophiobolus durch Pfeile mit der Nr. 1, der Partner durch | 
Pfeile mit der Bezeichnung 2. Wie man an dem leichten Knick der’ 


Ophiobolus-Hyphen beim Uberwachsen der Hyphen des Begleitpilzes 


in Abb. 2 (Pfeile 3) und ebenso in der Abb. 3 daran erkennt (Pfeil. 


3), daB das Ophiobolus-Plektenchym sich weitgehend in den von 


dem Begleitpilz vorgeschriebenen Rahmen einpabt, ist der Bodenpilz | 
hier als erster zur Stelle gewesen. Bei gleichzeitigem Eintreffen 
beider wachsender Myzelien oder etwas spiiterer Entwicklung des | 


Begleitpilzes am Ort der Plektenchymbildung darf man erwarten, 


daB infolee der starken Anpassung des Begleitpilzes an Ophiobolus ' 
graminis die Verwachsung bei der Plektenchymbildung noch enger~ 


sein wiirde. Wie die schon erwiihnten leichten Richtungsinderungen 
der Ophiobolus-Hyphen beim Kreuzen des Begleitpilzes (Abb. 2, 
Pfeile 3) zeigen, wird auch Ophiobolus graminis durch den Begleit- 
pilz in seinem Habitus, wenn auch nur sehr schwach, beeinflubt. 
Gleichzeitige Verzweigung des Leit- und Begleitpilzes werden auch 
sehr hiufig angetroffen, wenn Actinomyceten sich auf Ophiobolus- 
Hyphen angesiedelt haben. Sie sitzen niimlich in der Regel nicht 
neben, sondern auf der Ophiobolus-Hyphe, wo sie nun bei Ver- 
zweigung des Ophiobolus-Myzels nach rechts oder links in gleicher 
Weise von Reizen getroffen werden, die sie regel- ja gesetzmiibig 
zur Verzweigung nach der Seite veranlassen, auf der die Seiten- 


Sel ty se a. 
Abb. 4. Ophiobolus graminis, von Actinomyceten begleitet und 
einen Bodenpilz begleitend. Cholodny-Priiparat. Vergr. 160 mal. 


hyphenbildung erfolet. So entsteht das Bild eines Actinomveeten- 
Myzels, das den Ophiobolus-Hyphen aufliegt und ihnen in alle und 
zwar auch die feinsten Veriistelungen hinein folgt, also gleichsam 
einen Abdruck des Ophiobolus-Myzels darstellt. 

Die Abb. 4 zeigt einen Aussehnitt von einem Cholodny-Objekt- 
triiger, der mit Ophiobolus graminis beimpft und fiir 14 Tage in 
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eine Gartenerde eingebracht wurde, die mit 5% Biomalzzusatz — 
auf das Bodenwasser berechnet — versetzt war. Obwohl auf ibr 
solche gleichzeitigen Verzweigungen von Ophiobolus-Hyphen (0) und 
eines auf ihr angesiedelten Actinomyceten (A) nur an drei Stellen 
(V) zu erkennen sind, und es in angrenzenden Gesichtsfeldern be- 
deutend eindrucksvollere Bilder iiber weite Strecken hin erkennbarer, 
gleichzeitiger Verzweigungen gibt, sei diese Abbildung hier doch 
wegen der sonstigen auf ihr vereinigten Eigenarten wiedergegeben. 
Bei der diagonal durch das Bild laufenden dunklen Hyphe mit den 
konidienartigen Gebilden an den iiufersten Enden (K) handelt es 
sich um den gleichen Pilz, der, wie friiher gezeigt wurde (WINTER 
1949, Abb. 22 bis 23), von Ophiobolus graminis begleitet und 
parasitiert wird, ihm eine enorme Uberentwicklung ermoglicht, bisher 
aber niemals fruktifizierend vorgefunden wurde. Auch hier erkennt 
“man, wie das Myzel von Ophiobolus graminis (Sp) beim Bertihren 
der diagonal laufenden Hyphe nach links umbiegt und der dunklen 
Hyphe eine Strecke weit folgt, und wie (bei P) eine Ophiobolus- 
Hyphe in dem Zellinneren des von ihm begleiteten oder parasitierten 
Bodenpilzes wiichst, wiihrend Ophiobolus selbst (O) wieder von Actino- 
myceten (A) unter weitgehender Formanpassung und synchroner Ver- 
zweigune (V) begleitet wird. 

Besonders eindrucksvoll zeigt sich das enge Zusammenleben und 
die Beeinflussung der Wuchsform bei Pilzen und Actinomyceten in den 
Abbildungen 5 und 6. ,,Rittlings auf dem Ophiobolus-Myzel (Abb. 5), 
das hier sehr bla8 gefirbt ist, sitzt ein Strahlenpilz, der sich an keiner 
Stelle vom Ophiobolus- 
Myzel lésen konnte und 
stets eine mit seinem 
» Wirt: synchrone Ver- 
zweigung erkennen lift. 
Die Abbildung 6 da- 
gegen zeigt das Zusam- 
-menleben dreier Hyphen 
yon Fusarium sp. it 
Actinomyceten.  Deut- 
lich ist zu erkennen, wie 
die  Fusariwn-Hyphen 
yon unten her dichter 
zusammenwachsen, um 
dann wieder ausein- §o¢ ‘. <k 
-anderzubiegen. Nur in Abb. 5. Ophiobolus graminis yon einem Actinomyceten be- 
dieser Zone grb Bter siedelt. Vergr. 252 mal. 
gegenseitiger Anndhe- 
rung, die auf dem Bilde festgehalten wurde, sind Querverbindungen 
zwischen den auf den drei Hyphen angesiedelten Actinomyceten- Faden 
feststellbar. Die seitlichen Verzweigungen werden schon im unteren 
und oberen Teil der Abbildung seltener, um bei weiterer Hntfernung 
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der Fusarium-Hyphen voneinander ganz zu unterbleiben. Erst bei An- 
piherung der Fusariwm-Hyphen bis unterhalb einer kritischen Grenze 
kann sich also eine Ablésung der Actinomyceten von den Fusartwm- 
Hyphen hiufiger vollziehen. Es liegen 
hier analoge Verhiiltnisse vor wie in 
der Rhizosphiire des Weizens. Ophio- 
bolus graminis ist im natiirlichen Boden 
durch ein Reizgefille an die Wurzel- 
oberthiche oder doch die unmittelbare 
Wurzelumgebung des Weizens gebun- 
den. Seitenhyphen mit einer aus der 
Rhizosphiire herausfiihrenden Wachs- 
tumsrichtung werden daher stets ge- 
zwungen, in bogenférmigem Wuchs in 
die unmittelbare Umgebung der Wurzel 
zuriickzukehren. Nur wenn sich eine 
zweite Wurzel in groBer Nihe befindet, 
geht diese Bindung verloren, und es 
beginnt infolge Nivellierung des Reiz- 
eefilles ein lebhaftes Hin und Her von 
Hyphen zwischen den beiden benach- 
barten Wurzeln. 
Das Fehlen véllig reproduzierbarer 
Abb. 6. Fusarium sp. von einem Actino- Verhaltnisse bei diesen Beobachtungen 
myceten besiedelt. Vergr. 225 mal. mub als ein Mangel empfunden werden, 
insbesondere dann, wenn es sich nicht 
un die reine Feststellung der gegenseitigen Beeinflussung, sondern 
auch um ihre Kausalanalyse handelt. Es darf aber hervorgehoben 
werden, dais bei dem Zusammentreffen zweier verschiedener Pilze 
stets ein ganz charakteristisches Verhalten beobachtet wurde. Mit 
anderen Worten: es wird nicht eine zufiillige, sondern eine gesetz- 
mifbige Reaktion der beiden Partner festgestellt. LErst diese Tat- 
sache gibt den Beobachtungen cine wissenschaftiiche Basis. Das zeigt 
sich insbesondere, wenn man die Platten in einigem Abstand mit zwei 
verschiedenen Pilzen beimpft, die sich schlieBlich mit ihren Rindern | 
iiberwachsen. Je nach der Art der Pilze zeigen die sich beriihrenden 
Hyphen ein ganz bestimmtes Verhalten, eine gegen- oder einseitige oder 
auch fehlende Beeinflussung der Wuchsform, die im ganzen Bereich der 
Bie iiberwachsenden Myzelien einheitlich ist. Hierbei lassen sich starke 
Beeinfinssungen der Wuchsformen durch den Partner feststellen, wie 
wir sie hier zwischen Ophiobolus graminis und einem der Artzugehbrig- 
keit nach unbekannten Pilz (Abb. 1—3) beobachteten, Doch wird iiber 
diesen Fragenkomplex in Kiirze gesondert berichtet. 
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(Aus dem Laboratorium fiir botanische Mittelpriifung der Biologischen 
Zentralanstalt Braunschweig.) 


Zwei neve Arten der Saprolegniaceen. 


Von 
HEINRICH JOHANNES. 
Mit 2 Textabbildungen. 
(Eingegangen am 17. Januar 1949). 

Bei hydrobiologischen Untersuchungen im Altwarmbiichener Moor beii 
Hannover und vergleichenden Untersuchungen an einem Hochmoor des} 
Roten Bruches bei Braunlage im Harz fand ich zwei neue Vertreter der’ 
Familie der Saprolegniaceae, die im folgenden beschrieben werden sollen. , 


Sie wurden iiber ein Jahr in Kultur gehalten und verinderten in keiner’ 
Weise ihre Charakteristika. 


1. Saprolegnia uliginosa sp. n. 


e.) 


(Vergleiche hierzu Abbildung 1a 


Die Hyphen erreichen auf Hanfsamen eine Liinge bis zu 3¢m, sie 
sind diinn und schlaff und haben im Durehschnitt 12—17 uw Breite. 
Die primiren Zoosporangien stehen endstiindig, sind zylindrisch bis 
keulenférmig, an der Basis 20—22 w und an der dicksten Stelle bis 35 w 
breit; ihre Lange schwankt nur wenig von 190—240 uw. Vereinzelt treten 
kleine Sporangien auf (12,8—16< 130.4). Die Zoosporen liegen zu 
mehreren nebeneinander, in den kleinen Sporangien in einer oder zwei 
teihen, sie schliipfen normal aus, enzystieren sich dann und durech- 
laufen ein zweites Schwimmstadium; 9,5—10 « im Durchmesser. Se- 
kundiére Sporangien entstehen immer als Durchwachsungen der pri- 
miiren und sind dann an den Austrittspapillen der iilteren Sporangien 
eingeschniirt. Oogonien entstehen nicht allzu reichlich an den Haupt- 
liyphen an kurzen seitlichen Stielen, sehr selten terminal, nie interkalar. 
Die Stiele der Oogonien sind immer gerade und werden nicht linger als 
1/,-Oogondurchmesser, meistens nur '/4 so lang. Gelegentlich wurde ein 
kleiner Kinwuchs vom Stiel in das Oogonium beobachtet. Die Oogonien 
sind immer kugelig mit (8 @) dicker Membran, die keine Tiipfel triigt, 
auber denen unter der Ansatzstelle der Antheridien (Durchmesser 5,3 
bis 6,5 4). Hiiufige Oogondurchmesser sind: 40—70 w (60—65 yw). Die 
Oosporen sind rund, zentrisch und liegen zu 3—8, meistens zu 5, in 
einem Oogon, sie messen 27—34. uw (30-—33 uw) im Durchmesser. Anthe- 
ridientragende Nebeniste entspringen androgyn an der Haupthyphe 
nahe am Oogonstiel, aber nicht an ihm selbst; sie sind stark verzweigt 
und liegen zu mehreren dem Oogon an. Das abgeschniirte Antheridium 
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beriihrt das Oogon in seiner ganzen Breite und treibt durch Tiipfel 
einen bis mehrere Befruchtungsschliuche in das Innere.’ Sehr selten 
wurde bei Hiufung von Oogonien ein diklines Antheridium beobachtet. 
Gemmen nicht hiufig und recht vielgestaltig. 

Gefunden im Altwarmbiichener Moor bei Hannover in einem Bomben- 
trichter, pH = 6,3. Kultiviert auf Hanfsamen und Ameisenpuppen, Einspor- 
kulturen iiber festen Na&hrboden nach Rarer (936). 


i igt i 5 i i siner Reibe yon Sporen an 
1. Saprolegnia uliginosa sp. n. a) Kleines Sporangium mit nur einer Re po 
aS (orig) (Veregr. 500 x), b) Oogonium mit typischem Oogonstiel (Orig.). (Vergr. 300 x). 
c) Typisches Oogonium (Orig.). (Vergr. 360 X).  d) _u. e) Oogonen mit liingstem Oogonstiel = 
1/9 Oogondurchmesser (Orig.). (Vergr. 300 u. 230 X). 


Nachfolgende Artdiagnose sei aufgestellt : 


Saprolegnia uliginosa sp. 0. 


Hyphen diinn und schlank, bis zu 3cm lang. Zoosporangien zylindriscn 
é selten kleiner, typisch durchwach- 


“pis keulenformig, 20—22 >< 180—240 u, 


anions gg cemented 


| 
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send. Zoosporen in mehreren Reihen, selten in einer Reihe, 9,5—10 @ 
Oogonien auf sehr kurzen, seitlichen Stielen der Haupthyphen (1/4—"/o 
Oogondurchmesser), kugelig, 40—70 4, meist 60—65 , im Durchmesser, mit | 
dicker (34) Membran, ohne Tiipfel. Oosporen zu 3 8, meist 5, in einem | 
Gogon, 27—34 4, meist 30—33 y, zentrisch. Antheridien androgyn an det- 
Haupthyphe entspringend und zu mebreren am Oogor, keulenférmig, 
Gemmen selten und dann vielgestaltig. 


Saprolegnia uliginosa sp. Nn. 

Hyphae tenues et laxae, longitudo 3cm. Prima sporangia cylindrica 
vel clavata, 20—22 >< 190—240 yw, raro minor, secunda sporangia recta pro 
genere. Zoosporae in ordinibus pluribus, raro in ordine una, 9,5—10 4 diam. 
Oogonia globosa, 40—70 4 (60—65 4) diam., lateralia, raro terminalia, non 
intercalaria; membrana hyalina, crassa (3 y), sine poris. Oosporae centricae, 
27—34 yy (830—33 4) diam., 3—8, plerumque 5 in quoque oogonio. Rami 
antheridiales androgyni, initium ducent ex hypha principua. 

Diese Saprolegnia uliginosa gehért damit unzweifelhaft zur ferax- 
Gruppe Coker’s (1923) und steht der Saprolegnia glomerata (Tiesenh.) 
Lund (1934) sehr nahe. Gemeinsam ist beiden das Auftreten von ein- 
rcihigen Zoosporangien und die Anordnung der Oogonien an den 
Haupthyphen an kurzen seitlichen Stielen, die allerdings entgegen der 
S. uliginosa bei S. glomerata die Linge des Oogondurchmessers er- 
reichen kénnen (bei S. wliginosa nur 1/2) und nicht immer gerade sind 
und knotige Ausstiilpungen aufweisen. Die Antheridien zeigen zwischen 
beiden Arten keine Unterschiede, weder in ihrem Entstehungsort noch 
in ihrer Ausbildung oder Anordnung. S. wliginosa unterscheidet sich 
aber deutlich von S. glomerata durch die gréberen Oosporen, durch die 
tiipfelfreie und dicke Oogonmembran und die immer kiirzeren und ge- 
raden gleichmifigen Oogonstiele. Die enzystierten Zoosporen sind nie 
eréBer als 10 (S. glomerata 10—11 yw). 

Zum selben engsten Verwandtschaftskreis gehért auch S. monoica 
var. montana de Bary. Von ihr unterscheidet sich S. uliginosa durch 
die einreihigen Sporangien, die wesentlich kleineren Oogonien ({40] 
60—65 [70] w gegen T0—90 uw bei S. monoica var. montana) und die 
wenig gréHeren Oosporen (80—33 uw gegen 25—31 u bei S. monoica var. 
montana). Das gesamte Erscheinungsbild der S. wliginosa ist durch die, 
bis 83cm langen, gestreckten Hyphen lockerer, flutender als bei S, mo- 
noica var, montana, deren stets wellige Hyphen selten die Liinge von 
tem iibersteigen. Auch ist die Bildung von Oogonien bei S. uliginosa 
oft so spiérlich, da diese makroskopisch kaum in Erscheinung treten. 

Nahe verwandt ist uliginosa der S. litoralis Coker. Wenn mit 
S. litoralis auch Grobe und Zahl der Oosporen weitgehend iiberein- 
stimmen, so fehlen der S. wiginosa die fiir S. litoralis charakteristischen 
Gogonien, ebenso fehlen die von Coxer (1923, 8.55) genannten apikalen 
Fortsitze, besonders der terminalen Oogonien und die (bis 11 ) groben 
Tiipfel in der Membran. Das Vorhandensein eines Einwuchses in das 
Oogon vom Oogonstiel her bei S. wiginosa unterscheidet sie ebenfalls 
von S. litoralis. Die verschieden groBe Ausdehnung des Rasens und die 
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ange der Hyphen (1—1,5 em bei S. litoralis und 3 cm bei S. wiginosa) 
issen eine Trennung von S. litoralis gerechtfertigt erscheinen. 

Alle vier erwahnten Arten stehen somit der S.monoica Pringsh. 
echt nahe und gehéren zum engeren monoica-Formenkreis in der ferax- 
ruppe. Alle dazu gehérigen Arten |S. monoica Pringsh., S. monoica 
ar. montana de Bary, S. glomerata (Tiesenh.) Lund, S. litoralis Coker} 
eigen recht gleitende Uberginge in ihren Merkmalen, so dal sich heute 
ie Arten oft nur im Vergleich mit den nichst verwandten Arten in der 
ultur bestimmen lassen und es schon reicher Erfahrung bedarf, die 
inzelnen Arten nur auf Grund von kurzen Artdiagnosen zu charak- 
erisieren. Inwieweit itiberhaupt der ,,Art‘-Begriff im urspriinglichen 
inne noch bei den Szprolegniaceen gerechtfertigt ist, soll hier nicht 
aiher untersucht werden. Sehr groBe und umfangreiche Arbeit wire 
och zu leisten, um unter den wechselvollsten Bedingungen die ,,Art- 
<onstanz* bei den Saprolegniaceen zu iiberpriifen. Ich halte es des- 
1alb auch nicht fiir richtig, diesen ,,Arten“ noch Varietiéten unterzu- 
rdnen. Dabei schlieBe ich mich der Ansicht von Lunp (1934, 8. 15) 
n und bezeichnete die S. monoica var. glomerata Tiesenh. als be- 
ondere Art: S. glomerata (Tiesenh.) Lund. Aus demselben Grunde 
ialte ich es fiir richtig, die andere Varietiit der S. monoica, die var. 
nontana de Bary, kiinftig als eigene Art: S. montana (de Bary) Minden 
uw fiihren, wie es schon Mrnpen (1912, 8.516) und Lunn (1934, 8. 13) 
orschlugen. 


2. Achlya turfosa sp. n. 


(Vergleiche hierzu Abbildung 2 a—e.) 


Die Hyphen erreichen auf Hanfsamen eine Lange bis zu 1,3 cm, sie 
ind zwar kriiftie. aber fiir die Gattung Achlya recht diinn und haben 
m Durchschnitt 25—35 uw Breite an der Basis und 20-—27 yu in Hohe 
er Oogonien; ihre Enden sind wenig zugespitzt. Die primi&ren Zoo- 
sporangien stehen stets terminal am Ende der Haupthyphen und sind 
eulenformig und wenig dicker als die Hyphen. Ihre Liinge schwankt 
betriichtlich (60—320 yw). Sie dffnen sich mit einer apikalen Papille und 
entlassen die Zoosporen in der fiir die Gattung charakteristischen 
Weise. Die enzystierten Zoosporen sind recht groB und haben einen 
Durchmesser von durchsehnittlich 12,8 u. Sekundiire Sporangien ent- 
stehen typisch durch seitliche Sprossung, dabei kommt es hiufig vor, 
da® ein Hyphenstiick unterhalb des primdren Sporangiums zum se- 
kundiiren Sporangium wird, unter dem sich dann wieder ein Hyphen- 
stiick zum tertiiren Sporangium differenziert. Es entstehen dadurch 
Sporangienstiinde, wie ich sie oft bei Achlya Klebsiana Pieters vorfand. 
Die Oogonien bilden sich sehr zahlreich an seitlichen Stielen, die senk- 
recht von den Haupthyphen abstehen. Die Oogonstiele haben eine 
Linge vom 2—38fachen Oogondurchmesser und eine Breite von i0—12 U- 
Interkalare Oogonien habe ich nie beobachtet. Die Oogonien sind immer 
kugelig mit durchsichtiger ungefirbter Membran, die morgensternartig 
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dicht mit kegelférmigen Papillen besetzt ist. Tiipfel wurden nicht be- 
obachtet. Hiiufige Oogondurchmesser sind: 44—54 yw ohne Papillen; dies 
-apillen selbst erreichen eine Hihe von 8—12,6 yw. Die Oosporen sind} 
kugelig, selten etwas durch Druck abgeplattet und messen in der Regel} 
28—32 4, doch kommen extreme Werte nach unten vor: 26,5 u, 19,6 Ue. 
Sie fiillen das Oogon nie aus. Ihre Wand ist diinn und farblos und ihr 


Abb. 2. Aechlya turfosa sp. n. a) Habitusbild (Ori "i j ; i i 
; ae atte 4 a sp. n. ¢ E ‘ g.). (Vergr. 60 *). b) Sporangienstand (Orig.).) 
¢) Oogonienstand (Orig.). (Vergr. 100 X), d) u. e) Typisehe Oogonien hetes vere, 350 X< ay 


halt reift sehr spi cy NAT Noe eee - . 

In ut reift, sehr spit und nicht sehr hiiutig; er zeigt zur Reife sub- 
zentrische Struktur, d.h. ein Kreis von Oltrdpfchen umgibt eeschlossen 
lag Pr Jame ri hp - 4 ; ries 

das Protoplasma, wiihrend der andere Kreis nur auf einer Seite kappen- 
os vos bar yh eta < : ale . Z xa : a ; 
formig das Piasma bedeckt. Die Zahl der Oosporen betragt meistens: 
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wei oder drei, selten eins, sehr selten vier. Ihre Keimung konnte ich 
och nicht beobachten. Die antheridientragenden Nebeniiste sind un- 
rerzweigt und entspringen androgyn am Oogonstiel in seinem oberen 
rittel dicht am Oogon und sehen oft den henkelartigen Antheridien 
er Achlya racemosa Hildebrand ahnlich. Es treten ein bis zwei Neben- 
Sste in etwa gleichem Verhiiltnis an jedes Oogon heran, schniiren ein 
<euliges Antheridium ab, das sich mit seiner Spitze zwischen die Pa- 
pillen schiebt und die Membran erreicht. Gemmen wurden nicht be- 
cbhachtet. 


Gefunden in der Bode an den kleinen Bodefillen nérdlich Braunlage 
(Harz) als Abflu8 aus den Mooren des Roten Bruches, pu = 6,3—6,8. Kulti- 
viert auf Hanfsamen und Ameisenpuppen, Einsporkulturen tiber festen N&hr- 
boden nach Raper (1936). 


Es wird nachfolgende Artdiagnose aufgestellt: 


Achlya turfosa sp. Nn. 


Hyphen bis 1,3 cm lang, kriftig, doch diinner als gewohnlich bei Achlya, 
an der Basis 25—25 , breit. Zoosporangien zylindrisch, selten dicker als 
die Haupthyphe, endstiindig, Erneuerung durch seitliche Sprossung, wobei 
sich oft ein Teil des Traghyphenplasmas mit zu Zoosporen differenziert. 
Ausschliipfen und Schwiirmen der Zoosporen wie beim Typus. Zoosporen 
enzystiert 12,8 1 dick. Oogonien kugelig (44—54 ) mit farbloser Membran, 
die dicht mit kegelférmigen Papillen (8—12,6 4) besetzt ist, an senkrecht 
abstehenden Seiteniisten von der Liinge des 2—3fachen Oogondurchmessers. 
Oosporen zu zwei oder drei in einem Oogon, selten eins oder vier, das 
Oogon nicht fiillend, 28—82 uw Durchmesser, oft eine kleine (26,5, oder 
19,6 4) Oospore neben einer normaler GréBe, schwer reifend, subzentrisch. 
Antheridien 1—2 an jedem Oogon, androgyn am Oogonstiel unterhalb des 
Ocgons entstehend, schwach keulig. Gemmen nicht beobachtet. 


Achlya turfosa sp. 0. 


Hyphae validae, sed magis tenues quam recta in genere. Prima spo- 
rangia clavata, secunda sporangia recta pro genere saepe cum cella. sub- 
sporangiale, Oogonia globosa, 44—54 ,, diam., terminalia in ramis trans- 
versis. Membrana sine colore, tecta conis papillis, longitudo 8—12,6 w. 


Oosporae subcentricae, membrana hyalina, 28—32 4 diam. vel minor, plerum- 
‘que 2 vel 3, raro 1 vel 4, in quoque oogonio, non complent oogonium. Rami 
‘antheridiales androgyni initium ducent ex ramis ferentibus oogoniorum, 


recte unus ad quoque oogonium, 

Die vorstehende Art steht unzweifelhaft der dchlya radiosa Maurizio 
sehr nahe und wurde nach dem Erscheinungsbild anfangs auch dafiir 
gehalten. Nach sehr langer Kultur auf den verschiedensten Naihrbéden 
und unter den verschiedensten Bedingungen behielt sie aber ihre ab- 
weichenden Merkmale bei. Nachdem eine typische Achlya radiosa ge- 
funden wurde, konnten beide Arten nebeneinander kultiviert werden, 
und nun traten die Unterschiede besonders hervor. Von der Original- 
‘beschreibung von Maurizio (1899) weicht Achlya turfosa in wesent- 
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lichen Punkten ab. Zur Veranschaulichung der Unterschiede seien im 
folgenden die bekanntgewordenen Mabe einander gvegentibergestellt: 


Oogonien Oosporen 
|| Dureh- | 
Zahl | 
ant patlos Warzen Durehmesser | Struktur ~ 
ohne | 
| Warzen | | 


| | | 
| | subzen- 
4454) S—12,6\(1) 2—3| (26,6) 28-32 | ‘trigch 


A. twrfosa 
(nach JOHANNES) 
vata ses 34--40|:7—11 | 1 (2) | * “8887 2 
(nach JOHANNES) | | 
A, radiosa 


31,.5—46| 7—12 | 1 (2) | 29(84—36,5) 39 ee 
(nach MAURIZIO) 


eXZene - 


A. radiosa (asterophora) 45-60 |11—15 ) 1 ((2)) 3035 oe 


(nach v. MINDEN) 
A, radiosa (decorata) / 


: ; — 15 
(nach PETERSEN) 30—45 |< 18) 


| 

| 
A, radiosa 
(nach RicHTER) | 

| 


37—46 10—12 


| 
} 
i | 


Ley 37—40 ry 


| 


Die wesentlichsten Unterschiede der Achlya turjosa gegen Achlya 
radiosa bestehen in den gréBeren Oogonien und den kleineren Oosporen, 
die nie das Oogon voll anfiillen und selten in der Einzahl vorhanden: 
sind, sondern fast immer hegen zwei oder drei in einem Oogon, Auber-- 
dem sind weder die Membranen der Oogonien noch die der Oosporen: 
besonders dick oder gefirbt. Von den anderen Arten der Gattung: 
Achlya, die ebenfalls keine glatten Oogonien besitzen, unterscheidet 
sich A. turfosa ganz eindeutig: 


Achlya colorata Pringsh. hat grébere (80—37 y) und zentrische Oosporen, 
die Warzen sind in der Regel wesentlich kleiner und stehen viel 
vereinzelter. 

Achlya papillosa Humphrey hat kleinere (bis 25 y,) und zentrische Oosporen, 
keine Antheridien, 

Achlya spinosa de Bary hat nur an 50% der Oogonien Antheridien, die 
Oosporen sind von wechselnder GroéBbe. 

Achlya cornuta Archer hat kleinere Oogonien (25—30 uw) und keine Anthe- 
ridien. 

Achlya recurva Cornu hat mehr (bis 10) und kleinere (22—27 uu) Oosporen, 
die Antheridien sind androgyn und diklin. 

Achlya crenulata Ziegler hat kleinere (22.2—39.7 uw) und exzentrische Oo- 
sporen, Antheridien sind diklin. 

rly i sl i. 2 7 i. . ney m, ~ . £ . « . 
Protz der unzweifelhaft groBen Ahnlichkeit mit Achlya radiosa 
stelle ich Achlya turfosa in die apiculata-Gruppe des Subgenus Euachlya 

(Coker, 1923, 8.100), und zwar in deren ersten Teil zum Typus Achlya 
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apiculata de Bary. Es sprechen dafiir: wenige Oosporen, subzentrische 
Struktur der Oosporen, Oosporen fiillen nicht das Oogon ganz an, Wand 
ungetiipfelt, Antheridien androgyn. 
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Uber die Ermittelung der chemischen 
Konstitution von Algenlipoiden mit Hilfe de 
Adsorptionsmethode. 


(Versuche an Chlorella, Scenedesmus und Nitzschia). 
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Von 
Hans KATHEN. 


Mit 3 Textabbildungen. 


(Eingegangen am 5, Februar 1949). 
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Die bisher bekannt gewordenen Tatsachen tiber das Vorkommen | 
und die chemische Struktur pflanzlicher Fette und Lipoide stammen | 
zum allergréBten Teil aus Untersuchungen an hédheren Pflanzen, von | 
denen im allgemeinen unschwer geniigend Untersuchungsmaterial be-- 
schafft werden kann. Bei Mikroorganismen hat man dagegen oft nur’ 
sehr geringe Mengen von Material zur Verfiigung, so dab die Aus- 
arbeitung einer Mikromethode fiir die Fettbestimmung winselon aaa 
erschien. 

Eine Reihe von Untersuchungen liegt bereits vor, die die Fettbildung ' 
bei Mikroorganismen unter den verschiedensten Kulturmethoden behandeln | 
(Boxorny, LinpNer, Fink u. Just, Dirr u. v. Sopen, Scuwarz, Harper wt . 
v. Wirscu, Nitsson, DAMM, BERNHAUER, RipPEL-BALDES). Ziel dieser Unter- - 
suchungen war einmal, Einblick in den chemischen Aufbau und die stoff- . 
wechselchemische Leistungsfihigkeit der Einzeller zu bekommen, zum andern — 
die Absicht, eine Liicke in unserem Bedarf an natiirlichen Fetten zu schlieBen. 
Man beabsichtigte, auf mikrobiologischem Wege Fett fiir die menschliche | 
Ernihrung zu gewinnen. Von vielen heterotrophen Mikroorganismen, 
wie z. B. Hefe und anderen Pilzen, ist lange bekannt, daB sie unter besonderen 
Kulturbedingungen viel Fett in ihren Zellen bilden und speichern kénnen. 
Aber auch autotrophe Mikroorganismen sind hierzu in der Lage (z. B. 
3ARnG), und Harper und vy. Wirscu gelang es, verschiedene Algen unter Be- 
dingungen zu ziichten, unter denen sie sich sehr intensiv vermehrten und 
auch viel lipoidlésliche Substanzen bildeten: zwei Griinalgen (eine Chlorella 
und eine Scenedesmus-Art) und die Diatomee Nitzschia palea erwiesen sich 
dabei als besonders geeignet, 

Uber die chemische Natur der von diesen drei autotrophen Mikro- 
organismen gebildeten lipoidléslichen Substanzen ist bisher nichts be- 
kannt; sie aufzuklaéren war das Ziel der nachstehenden Untersuchungen. 
Diese Aufgabe wurde weniger im Hinblick auf ihre etwaige spiitere 
praktische Bedeutung fiir die menschliche Ernihrung durchgefiihrt als 


are 


Uber die Ermittelung der chemischen Konstitution von Algenlipoiden. 603 


in der Hoffnung, hier vielleicht Einblick zu gewinnen in die Frage, 
%b in autotrophen Mikroorganismen die gleichen Fette und Lipoide 
‘corkommen wie in den hédheren Pflanzen (siehe hieriiber auch Rippet- 
Baxpes [1947]), ob diese autotrophen Einzeller also den gleichen Ferment- 
pparat zur Fett- und Lipoidsynthese besitzen wie hédhere Pflanzen, 
nd ob bei Anreicherung von Fetten und Lipoiden als Reserve- und 
speichersubstanzen diese in ihrer Zusammensetzung den Fetten in 
Samen und Speicherorganen héherer Pflanzen gleichen. 


Teil I: Ausarbeitung der Methodik. 


| In Anbetracht der geringen, aus den Algenkulturen zur Verfiigung 
tehenden Fettmengen mufte zuniichst eine Methode entwickelt, werden, 
lie méglichst siimtliche Komponenten eines in geringer Menge verfiig- 
baren Lipoidgemisches quantitativ zu erfassen gestattet. Die Adsorp- 
ionsmethode, die ich wiihlte, ist bereits mehrfach auf dem Gebiet der Fett- 
ind Lipoidanalyse angewandt worden (Kunn, KaurmMann, WINTERSTEIN, 
hNpaus, WAGNER-JAUREGG, THALER, WiELAND, Karrer, Hirre), doch 
vurden in diesen friiheren Arbeiten nur cinige wenige Verbindungen 
adsorptiv abgetrennt, die zuvor durch andere Methoden aus einem 
komplizierten Fett- und Lipoidgemisch isoliert worden waren. Bei 
dieser Isolierung hatte auBerdem der weitaus gréBte Teil des Ge- 
misches Veriinderungen erfahren, war also fiir eine weitere Analyse 
nicht geeignet. 

W. Trapre hat als Erster systematisch unter definierten Bedingungen 
das Verhalten der einzelnen Fettstoffe bei der Adsorption in Abhingigkeit 
von dem Adsorbens und dem Lésungsmittel untersucht. Er fand folgende, 
von der Natur des Adsorbens und des Adsorbendums unabhingige Reihe 
von Lésungsmitteln mit abnehmender Elutionskraft: Methanol, Aethanol, 
n-Propanol, Aceton, essigsaures Aethyl, Aethylaether, Chloroform, Methylen- 
ehlorid, Benzol, Toluol, Trichloraethylen, Tetrachlorkohlenstoff, Cyclohexan, 
Petrolather. Die von ihm gleichfalls unter definierten Bedingungen fest- 
gestellte Adsorbilitit verschiedener Fettstoffe, die als Bestandteile von Ge- 
samtlipoidextrakten aus biologischem Material in Frage kommen, ergab un- 
abhiingig von der Natur des angewandten Adsorbeng und Lésungsmittels 
folgende Reihe steigender Adsorbilitat: Acyclische Kohlenwasserstoffe, 
Cholesterinester, Triglyceride, freies Cholesterin, freie Fettsiuren, Phos- 
phatide. Danach ist es prinzipiell méglich, durch Anwendung von Adsorp- 
tionssiulen nach dem Prinzip der fliissigen Chromatogramme einzeine Lipoid- 
fraktionen quantitativ zu isolieren. Aber TRAPPE gelang diese Trennung 
nicht zur vollen Zufriedenheit. auch muSte er feststellen, da auf einer 
Siule aus Aluminiumoxvd eine teilweise Verseifung von Triglyceriden statt- 
findet, und die freien Fettséuren und Phosphatide lieBen sich mit organi- 
schen Lésungsmitteln iiberhaupt nicht eluicren. Von natiirlichen Lipoid- 
gemischen des tierischen Organismus untersuchte Trappe nur die Serum-, 
Leber- und Nierenlipoide, beschrinkte sich aber auch hierbei im wesent- 
lichen auf die Abtrennung der Kohlenwasserstofffraktion und der Cholesterin- 
esterfraktion bzw. auf die Gewinnung eines fettsiiture- und phosphatidfreien 
Tiluates. 
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In meinen Untersuchungen trat als weitere Komplikation die An- 
wesenheit von lipoidléslichen Farbstoffen auf, die ebenfalls nach dem: 
Adsorptionsverfahren abgetrennt werden sollten. In den Atherextrakten 
aus den Mikroorganismen (Niheres siehe S. 617/618) war mit der An- 
wesenheit folgender Stoffgruppen zu rechnen: I. acyclische Kohlen- 
wasserstoffe, II. Wachse, HI. Sterinester, IV. Triglyceride, V. freie 
Sterine, VI. freie Fettsiiuren, VII. Phosphatide, VIIL. lipoidlésliche 
Pflanzenfarbstoffe und IX. itherische Ole. | 

Wihrend von den neun Gruppen die Gruppen I—VIII jede fiir sich eine 
etwa einheitliche Stoffgruppe darstellen, umfaBbt die Gruppe der ‘itherischen i 
Gle zahlreiche Verbindungen der verschiedensten Stoffe. Diese gehéren teils s 
der acyclischen, teils der isocyclischen Reihe an. Aufer den zahlreichen 
Kohlenwasserstoffen, namentlich Terpenen, finden sich darin Alkohole, 
Aldehyde, Ketone, Siuren, Ester, Phenole und Phenoliither, seltener auch 
Basen, Sulfide, Nitrile, Senféle usw. Wegen der vielfaltigen chemischen 1 
Zusammensetzung der itherischen Ole und wegen ihrer vermutlich geringen) 
Menge im Atherextrakt hielt ich es fiir ratsam, sie in einem getrennten? 
Arbeitsgang zu erfassen und zwar mit Hilfe der Wasserdampfdestillation. . 
Solange man den chemischen Charakter des iitherischen Oles nicht kennt,, 
kann man auch nicht ahnen, wo man es nach der Adsorption auf der Siule® 
finden wird. 


In einer Reihe von Modellversuchen priifte ich zunichst! 
aus jeder der oben aufgefiihrten Stoffgruppen eine oder auch mehrere) 
Substanzen auf ihr Verhalten bei der Adsorption an Aluminiumoxyd,. 
welches auch Trappe neben Siliciumdioxyd und einigen Erden ver-- 
wandt hatte, und Saccharose, sowie bei nachfolgender Elution. Die: 
Saccharose kam zur Anwendung, weil sich die Chlorophyle bei dert 
Adsorption an Aluminiumoxyd zersetzen [WinterstEtn (b)]. Bei dem 
Modellversuchen wurden herangezogen: I. als Vertreter der acyclischen) 
Kohlenwasserstoffe: Ceten und Paraffinél; Il. als Vertreter der Wachse: 
Walrat; III. als Cholesterinester: Cholesterylstearat; IV. als Triglycerid: 
Tributyrin; V. als freies Sterin: Cholesterin; VI. als Vertreter der freien: 
Fettsduren: Valeriansiiure und Stearinsiure; VII. als Phosphatid das: 
Lecithin. Das Lecithin wurde in Petroliither/Benzol 14:1 gelést, alle 
tibrigen Verbindungen nur in Petrolither. 


' 
: 
Reinigung der organischen Lésungsmittel. 


Bei den neuerlich wieder zuginglichen analysenreinen Priiparaten 
von Petrolither, Benzol und Methanol sind besondere Reinigungs- 
verfahren im allgemeinen nicht erforderlich; dagegen sind sie bei 
analysenreinem Ather und Tetrachlorkohlenstoff nétig. 
yy Ather. Kiiuflicher Ather wurde fiinfmal mit Wasser (auf 1 Liter 
Ather 100 ccm Wasser) zur Entfernung des Athanols gewaschen. Dann ver- 
setzt man den Ather mit einer 10°/oigen Kisen Il-Sulfatlésung, die mit wenig 
Schwefelsiure angesiuert wird (auf 1 Liter Ather 100 cem Eisensulfatlésung) 
und schiittelt zwei Stunden auf der Schiittelmaschine. Die Eisensulfatlésune 
wird im Scheidetrichter abgetrennt, der Ather einmal mit wenig Wasser oe. 
waschen und mit einer 10%igen Chromsiurelésung 15 Minuten lang ge 
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schiittelt (auf 1 Liter Ather 50 cem Chromsiurelésung). Daraufhin wird die 
vhromsdurelésung abgetrennt und der Ather mit 100 cem einer 5%/oigen Soda- 
ésung gewaschen, anschlieBend solange mit Wasser, bis bei Zusatz von 
-1cem 1°/oiger alkoholischer Phenolphthaleinlésung keine Rotfirbung mehr 
m Waschwasser auftritt. Man filtriert den Ather durch ein trockenes Falten- 
Iter und trocknet ihn 24 Stunden iiber gegliihtem Calciumchlorid. Dann 
yird destilliert. Siedepunkt 34.5° Es ist gut, sich zu iiberzeugen, ob der 
© gereinigte Ather peroxyd- und aldehydfrei ist. Sind nimlich die Alde- 
yde durch die Chromsiure nicht vollstindig oxydiert, so bilden sich in 
kurzer Zeit wiederum Peroxyde (Riecur). Bei kurzem Schiitteln einer 
Atherprobe mit wenigen Kubikzentimetern einer Lésung von fuchsin- 
schwefeliger Siure darf keine Rotfirbung auftreten; geringe Mengen Alde- 
yde geben schon eine stark positive Reaktion. Um zu priifen, ob der 
Ather peroxydfrei ist, versetzt man wenige Tropfen Ather mit 4ccm einer 
alt gesittigten wisserigen Lésung von Benzidin mit 5 ccm gesittigter Koch- 
alzlésung und einigen Tropfen einer iuferst verdiinnten Eisen Il-Sulfat- 
dsung (ein Kérnchen Eisen II-Sulfat von StecknadelkopfgréBe in etwa 
5ecm Wasser gelist). Sind Spuren von Peroxyden im Ather enthalten, so 
ritt nach wenigen Minuten eine deutliche Blaufirbung auf. Wenn der ge- 
einigte Ather nicht sehr schnell verbraucht wird, kann man ihn so jeder- 
eit auf seine Brauchbarkeit priifen. 

2, Tetrachlorkohlenstoff.  Kéauflicher Tetrachlorkohlenstoff 
rurde mit einer 50°/oigen Kaliumhydroxyd-Lésung und reinem Alkohol (auf 
1 Liter Tetrachlorkohlenstoff 50 cem Kalilauge und 75 cem Alkohol) versetzt, 
das Ganze auf etwa 50° erwiirmt und eine halbe Stunde lang auf der 
Schiittelmaschine geschiittelt. Man trennt die alkoholische Lauge ab, 
4ischt den Tetrachlorkohlenstoff einmal mit Wasser und filtriert ihn durch 
ein trockenes Faltenfilter. Der gesamte Prozef wird zweimal wiederholt. 
Dann wiischt man solange mit Wasser, bis das Waschwasser alkalifrei ist 
(Priifung mit Phenolphthaleinlésung). Der Tetrachlorkohlenstoff wird tiber 
Phosphorpentoxyd sowohl getrocknet als auch destilliert. Siedepunkt RO 


Technik der Adsorptionsversuche. 


Von jeder der im Modellversuch zu priifenden Substanzen wurden 
jeweils zwei etwa gleich stark konzentrierte Losungen (40—100 ing 
eingewogener Substanz in 50 ccm Loésungsmittel) hergestellt. Von 
diesen Lésungen wurde die eine durch eine Adsorptionssaule aus 40 ¢ 
Saccharose, die andere durch eine Adsorptionssiiule aus 40 g Aluminium- 
oxyd filtriert. 

Als Adsorptionsrohre wurden einfache zylindrische Glasrohre von 28mm 
Durchmesser und 200mm Héhe bzw. 35mm Durchmesser und 350 mm Hohe 
benutzt. Die Rohre wurden in einen durchbohrten Gummistopfen eesteckt 
und in Glasfilternutschen (Schott und Gen. 83G3 und 11 G3) eingefiihrt, so 
daB der untere Rand des Adsorptionsrohres anf der Filterplatte steht 
(siehe Abb.1). Die Glasfilternutsche sitzt auf einem Wittschen Topf. Ehe 
das Adsorptionsmittel eingefiillt wird, gibt man zur Abdichtung des Rohres 
auf der Filterplatte etwas entfettete Watte in das Rohr. 

Die Saccharose (kiuflicher weiSer kristallisierter Rohrzucker, in 
einer Porzellankugelmiihle sehr fein eemahlen) wurde wegen Mangels 
an Petrolither nicht nach dem meist tblichen Verfahren in Petroliither 

40* 
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suspendiert, sondern in kleinen, nétigenfalls nochmals im Porzellanmbraa| 
zerriebenen Portionen von ungefahr 5g in das Rohr gefiillt, wobei gleich- - 
zeitig an der Wasserstrahlpumpe gesaugt und die Saccharose mit einem) 

Uclzpistill gleichmiBig festgestampft wurde. Ist das Rohr gefiillt (*/s bleibtt 

frei zur Aufnahme der Lésung), so wurde auf die Saccharose: 

noch etwas entfettete Watte gelegt, damit sie nicht beim Auf-- 
gieBen der Lésung aufgewirbelt wird. | 

Das Aluminiumoxyd (kéufliches Aluminiumoxyd,. 
standardisiert nach Brockmann, Priparat RiepeL pE HAEN) wurde» 

zur Aktivierung in Portionen zu 15g in Porzellantiegeln 15 Mi-- 

nuten mit dem Bunsenbrenner stark erhitzt. Fiir meine Ver-- 

suche lieB ich es anschlieBend 12 Stunden an der Luft stehen,, 
wobei es teilweise durch die Luftfeuchtigkeit entaktiviert wird.. 

Es wurde trocken in Portionen von etwa 5g in die Saule ge-- 

geben und unter Saugen an der Wasserstrahlpumpe mit einem) 

Holzpistill festgestampft. Als AbschiuB wurde hier ebenfalls: 

etwas entfettete Watte darauf gelegt. 

EOar?, In den oberen Teil des so vorbereiteten Adsorptions-- 
rohres wurde die Lésung mit der betreffenden Substanz; 
eingefiillt, unter schwachem Saugen an der Wasserstrahl-- 
pumpe durch die Siule filtriert und das Filtrat in 50 cem) 

Erlenmeyerkolben als Vorlage aufgefangen. Die Vorlage! 

Abb. 1. Glas. Wurde gewechselt, wenn der Erlenmeyerkolben zur Hilfte? 

fMterrohr zum gefiillt, d.h. etwa 25cem durchfiltriert waren. Das Nach-- 

orptions- 
versuch. Wwaschen erfolgte stets mit dem gleichen Lésungsmittel bzw... 
Lisungsmittelgemisch. Die Filtrationsdauer von je 25 ccm: 
betrug bei Anwendung der Saccharose-Siule 10—15 Minuten, bei An-) 
wendung der Aluminiumoxyd-Siiule 1—2 Minuten. Das Lésungsmittel! 
des Filtrats wurde in den Erlenmeyerkolben sofort auf dem Wasserbad! 
verdampft und der Riickstand 24 Stunden im evakuierten Exsikkator! 
uber konzentrierter Schwefelsiiure und Paraffinschnitzeln getrocknet.. 

Das Nachwaschen mit dem gleichen Lésungsmittel erfolgte so lange,. 

bis das letztgewonnene Filtrat nach dem Verdampfen keinen Riickstand' 

mehr enthielt. War die Summe aller Riickstiinde gleich dem Gewicht! 
der gelésten Substanz, so war erwiesen, da®B von der Substanz nichts: 
an das Adsorptionsmittel adsorbiert wurde. Wurde aber die geléste Sub-. 
stanz trotz Nachwaschens mit grofen Mengen des Lésungsmittels von: 
dem Adsorptionsmittel festgehalten, so kamen in meinen Versuchen der’ 
Reihe nach folgende Elutionsmittel zur Anwendung: Tetrachlorkohlen- 
stoff, Benzol, Ather, Ather-Methanol 19:1, Methanol. Meistens gelang’ 
es, durch eines dieser Lisungsmittel die adsorbierte Substanz zu 
eluieren. Kinige der von mir angewandten Modellsubstanzen wurden: 
durch den Adsorptionsversuch in mehrere Komponenten zerlegt, die) 
verschiedene chemische Kigenschaften besaBen. Daraus war zu schlieBen, 

Gai diese Modellsubstanzen durch andere Verbindungen verunreinigt 

oder in der Siule veraindert waren. 


Uber die Ermittelung der chemischen Konstitution von Algenlipoiden. 607 


Ergebnis der Modellversuche. 
I, Versuche mit acyclischen Kohlenwasserstoffen: 
Versuch I A: 
Saule aus je 40g Saccharose. 
39.4mg Ceten 46.7mg Paraffin6l 


gelést in je 50ccm Petrolither, 
nachgewaschen mit Petrolither. 


25 com: 37.9 mg 25 ccm: 42.1 mg 
25 ccm: 1.0mg 25cem: 4.9 mg 
25cem: 0.0 mg 25cem: 0.0 mg 
25ccem: 0.0 mg 25ccm: 0.0 mg 

38.9 mg 47.0 mg 


Versuch 1 B: 
Siule aus je 40g Aluminiumoxyd. 
41.6 mg Ceten 53.7 mg Paraffin6él 


gelést in je 50ccm Petrolather, 
nachgewaschen mit Petrolather. 


25 com: 38.8 mg 25 cem: 45.1 mg 
25ecm: 2.3mg 25ccm: 7.6mg 
25ccm: 0.0 mg 25ccm: 0.6mg 
25ccm: 0.0 mg 25ceem: 0.0 mg 

41.1mg 53.3 mg 


Ergebnis: Die Kohlenwasserstoffe aus Petrolither werden weder 
an Saccharose noch an Aluminiumoxyd adsorbiert. 


Il. Versuche mit einem Wachs: 


Versuch II A: Versuch II B: 
Sdule aus 40g Saccharose. Sdule aus 40g Aluminiumoxyd. 
73.2 mg Walrat, 38.7mg Walrat, 
gelést in 50ccm Petroiather, gelést in 50 ccm Petrolather, 
nachgewaschen mit Petrolither nachgewaschen mit Petrolither 
25 ccm: 69.4 mg 25cecm: 4.1 mg 
| 25cem: 3.7mg 25 ccm: 22.7 mg 
: 25ecm: 0.0 mg 25eem: 6.4 mg 
25ccm: 0.0mg 25cem: 1.8mg 


25ecm: 0.6mg 


73.1 mg 25ccm: 0.0 mg 


eluiert mit Benzol 
25cem: 1.6mg 
25 ccm: 0.5 mg 
25ecem: 0.0 mg 

eluiert mit Ather 
25cem: 0.6mg 
25 ecm: 0.0mg 
25cem: 0.0mg 


38.3 We 
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Ergebnis: Die Wachse verhalten sich wie die Kohlenwasse 
stoffe. Der aus dem Aluminiumoxyd erst mit Benzol eluierbare geringé 
Anteil ist kein Wachs. Walrat (Cetylpalmitat) enthalt neben reinem 
Wachs noch geringfiigige Mengen anderer Stoffe, hauptsichlich Tri 
glyceride. 


Ill. Versuche mit einem Sterinester: 


ee ech ts on 


Versuch III A: Versuch III B: 
Sdule aus 40g Saccharose. Siiule aus 40g Aluminiumoxyd, 
71.9 mg Cholesterylstearat, 85.1 mg Cholesterylstearat, 
gelést in 50 ccm Petrolather, gelést in 50ccm Petrolather, 
nachgewaschen mit Petrolather nachgewaschen mit Petrolather 
25 cem: 65.2 mg 25ccm: 0.0 mg 
25ccm: 6.6mg 25cem: 0.0 mg ; 
25cem: 0.0 mg 25eem: 0.0 mg ; . 
25ccm: 0.0mg 25ecm: 0.0 mg 
71.8 mg eluiert mit Tetrachlorkohlenstoff | 


25 eem: 53.9 mg 
25 ccm: 29.6 mg 


25ccm: 13mg : 
25eem: 0.0mg ; 
84.8 mg 


é 


Ergebnis: Der Sterinester Cholesterylstearat wird von Saccha-- 
rose nicht, wohl aber von Aluminiumoxyd aus Petroliither adsorbiert.. 
Durch Tetrachlorkohlenstoff kann der Ester quantitativ eluiert werden. . 


IV. Versuche mit einem Triglycerid: ; 
Versuch IV A: 

Siule aus 40 ¢ Saccharose. 

80.2 mg Tributyrin, 

gelést in 50cem Petrolither, 

nachgewaschen mit Petrolither 
25 cem: 75.1 mg : 
25cem: 5.7 mz 
25eem: 0.0 mg 
25cem: 0.0 mg 


80.8 me 


Versuch IV B: 
‘Siule aus 40 ¢ Aluminiumoxyd. 
109.7 mg Tributyrin, gelist in 50cem Petroliither. 
nachgewaschen mit Petrolither 


25ecm: 0.0 mg 
25cem: 0.0 mg 
25cem: 0.0 mg 
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nachgewaschen mit Tetrachlorkohlenstoff 
25cem: 0.0 meg 
25ccm: 0.0m¢g 
25ccm: 0.0 mg 


eluiert mit Benzol Verseifungszahlen 
25 ccm: 15.5 mg 565.8 
25 cem: 41.6mg 550.1 
25. cem: 12.1 mg 575.2 


25cem: 3.2 mg = 
25cem: 0.0 mg =e 


72.4 mg 72.4 mg 
eluiert mit Ather 
25 cem: 13.2 mg 490.1 
25 cem: 12.4 mg 476.3 


25cem: 2.1 mg pts 
25eem: 0.0 mg pes 
25cem: 0.0 mg = 


27.7 mg 27.7 mg 

100.1 mg 

Adsorbiert: 109.7 mg 
Eluiert: 100.1 mg 
nicht eluiert: 96 mg 


Ergebnis: Wiahrend das Triglycerid Tributyrin sich an Sac- 
charose nicht adsorbieren lift, wird es von Aluminiumoxyd adsorbiert 
und lift sich auch durch Tetrachlorkohlenstoff nicht herauslésen. Erst 
mit Benzol wird der gréBere Teil des Tributyrins eluiert, wiihrend der 
iibrige Teil sich nicht mit Benzol eluieren 1aBt, auch wenn man noci 
so oft nachwiischt. Benutzt man dann Ather als Elutionsmittel, so wird 
ein weiterer Teil bis auf einen geringen Rest herausgelost. Der geringe 
Rest liBt sich aber mit keinem Elutionsmittel, auch nicht mit Methanol, 
eluieren. 

Trappe (b) hat in seiner Arbeit festgestellt, da® der unter diesen 
‘Bedingungen nicht eluierbare Anteil aus freien Fettsiiuren besteht. Er 
vermutet daher, da® der mit Ather eluierbare Anteil aus Mono- bzw. 
‘Diglyceriden besteht. Um dies nachzuweisen bestimmte ich die Ver- 
-seifungszahlen! der mit Benzol und Ather eluierten Hauptanteile und 
des zum Versuch benutzten Tributyrins. Dabei zeigte sich eindeutig, 

daB das mit Benzol eluierte Tributyrin keine Veriinderung erfahren 
hatte; die von mir in dem verwandten Tributyrin mit 553.8 ermittelte 
Verseifungszahl stimmt mit der in den Riickstiinden der Benzoleluate 


1 Da in meinen Versuchen jeweils nur geringe Triglyceridmengen zur 
Verfiigung standen, war die Bestimmung der Verseifungszahl schwierig. 
Durch sorgfiltige Einhaltung bestimmter Bedingungen bei der Ermittelung 
der Verseifungszahl gelang es, den Fehler unter +5% zu driicken und 
-dadurch mittels dieser Methode die Linge der Fettsiurekette in etwa zu 


ermitteln. 


a 
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gefundenen praktisch tiberein. Aber in dem Riickstand des Ather-" 
eluates betrug die Verseifungszahl nur 490.1 und 476.3, woraus mut 
schlieBen ist, daB dieser Anteil aus Dibutyrin besteht, Diesen 27.7 mg? 
Riickstand des Athereluates entsprechen 10.5 mg Buttersdure, d.h. dieses 
Menge Buttersiiure wiirde bei der Bildung von 27.7 mg Dibutyrin aus: 
Tributyrin frei werden. Diese Menge stimmt auch ungefaéhr mit dem: 
iiberhaupt nicht eluierten Anteil von 9.6mg tiberein, so dah dureht 
diesen Versuch die teilweise Spaltung des Triglycerides bel der Ad-. 
sorption an Aluminiumoxyd sehr wahrscheinlich gemacht, fast be-- 
wiesen ist. : | 


V. Versuche mit freiem Sterin: 


Versuch V A: Versuch V B: 

Saiule aus 40g Saccharose. Saule aus 40g Aluminiumoxyd| 
60.5 mg Cholesterin, 68.3 mg Cholesterin, 
gelést in 50ccm Petrolather, gelést in 50cem Petrolather, 
nachgewaschen mit Petrolither nachgewaschen mit Petrolither 

25 ccm: 59.6 mg 25ccem: 0.0 mg 

25ccem: 1.4mg 25ccm: 0.0mg 

25ccm: 0.0mg 25cem: 0.0 mg 

25cem: 0.0 mg nachgewaschen mit 

61.0 mg Tetrachlorkohlenstoff 


25cem: 0.0 mg 
25cem: 0.0 mg 
25cem: 0.0mg 
nachgewaschen mit Benzol 
25ccm: 0.0 mg 
25ceem: 0.0mg 
25cecm: 0.0 mg 
eluiert mit Ather 
25 cem: 43.8 mg 
25 ccm: 21.6 mg 
25cecm: 2.3 mg 
25cem: 0.0 mg 
25cem: 0.0mg 
67.7 mg 


Ergebnis: Cholesterin als freies Sterin wird aus Petroliither | 
an Saccharose nicht, wohl aber an Aluniniumoxyd adsorbiert. Daraus | 
ist es weder mit Tetrachlorkohlenstoff noch mit Benzol, sondern erst: 
mit Ather eluierbar. 

Vi. Versuche mit freien Fettsiuren: 
Versuch VI A: 
Siule aus je 40 ¢ Saccharose 
57.6 mg Valeriansiure 51.2 mg Stearinsiéure 


gelést in je 50cem Petroliither, 
nachgewaschen mit Petrolither 
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25 cem: 38.4 mg 25 cem: 18.5 mg 
25 ccm: 17.3 mg 25 cem: 27.7 mg 
25cem: 2.2 mg 25ecm: 4.9mg 
25cem: 0.0 mg 25cem: 0.0 mg 
25cem: 0.0 mg Zo cem:. 0.0) me 
25ecm: 0.0mg¢g 25cecem: 0.0 mg 

57.9 mg 51.1 mg 


Versuch V1 B: 
Sdiule aus je 40g Aluminiumoxyd. 
98mg Valeriansdure 64.1 mg Stearinsdure 
gelést in je 50 ccm Petrolather. 

Weder durch Nachwaschen mit Petrolither noch mit Tetrachlorkohlen- 
stoff, Benzol, Ather und Ather/Methanol = 19:1 (jeweils dreimal 25 ccm) 
lie® sich die freie Fettsiure in wigbarer Menge eluieren. 

Ergebnis: Die freien Fettsiuren werden von Aluminiumoxyd 
so stark adsorbiert, daB sie durch die oben genannten Lisungsmittel 
nicht eluiert werden kénnen. Von der Saccharose hingegen werden die 
freien Fettsiuren aus Petrolither nicht adsorbiert. 


VIL. Versuche mit Phosphatid: 
Versuch VII A: 
SHule aus 40g Saccharose. 
63.4 mg Lecithin (Schering), 


gelést in 50 ccm Petrolither/Benzol 14:1, 
nachgewaschen mit Petrolither/Benzol 14:1 


25 ccm: 34.7 mg 
25cem: 0.4mg 
25eem: 0.0mg 
25ecem: 0.0 mg 
35.1 mg 35.1 mg = 55.4 %o (enthalten keinen Phosphor) 


eluiert mit Ather 


25 ccm: 0.6 mg 
25cem: 0.0 mg 
25cem: 0.3 mg 
0.9 mg 
eluiert mit Methanol 
25 cem: 256 mg 
25 ecm: 216mg 
25ecm: 199mg 
25 ccm: 221mg 


892 mg 


Versuch VII B: 
Siule aus 408 Aluminiumoxyd. 
76.0 mg Lecithin (Schering), 


_ gelést in 50 ccm Petrolither/Benzol 14: 1, 
pachgewaschen mit Petrolither/Benzol 14:1 
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25ecm: 86mg 
25cem: 6.1 mg 
25cem: 4.0 mg 
25cem: 0.3 mg 
19.0 mg 19.0 mg = 25.0%» (enthalten keinen Phospior) 


eluiert mit Ather 
25cecm: 0.6 mg 
25cecm: 1.8mg 
25cecm: 1.4mg Cholesterinkristalle 
25cem: 1.2 mg 
25ccm: 0.0 mg 
5.0 mg 5.0mg = 6.6% (enthalten keinen Phosphor) ) 
24.0 mg = 31.6 /o 


Ergebnis: Fiir diese Phosphatidversuche wurde das Lecithin: - 
priiparat der Firma Schering benutzt, ein Handelsprodukt, das nicht} 
nur aus dem Phosphatid Lecithin besteht, sondern noch andere Fett- 
bestandteile enthilt; denn der Phosphorgehalt verschiedener Lecithine | 
betrigt nach Literaturangaben 3.8—4.3 °/o, den Phosphorgehalt des von 
mir benutzten Lecithins ermittelte ich aber nur zu 1.9°%02. In Uber- 
einstimmung damit wurden in dem unter Verwendung von Saccharose 
als Adsorptionsmittel durchgefiihrten Versuch VII A die nicht adsar- 
bierten 35.1 mg = 55.4% der verwandten ,.Lecithin“menge phosphor- 
frei gefunden. Das Phosphatid als solches, niimlich die Differenz det 
verwandten abziiglich der nicht adsorbierten Lecithinmenge, also 
28.3mg = 44.6% war adsorbiert und wurde vermutlich erst mit 
Methanol eluiert. Denn in der mit Methanol eluierten groBen Substanz- 
menge von 892mg, die im wesentlichen aus Saccharose bestand, da 
Saccharose in geringer Menge in Methanol léslich ist, fanden sich nach 
Veraschung 1.189mg P. Diese auf die 28.3 mg adsorbierte Substanz 
berechnet ergeben einen Prozentgehalt von 4.2 °/o, einen Wert, der mit 
den in der Literatur angegebenen P-Werten fiir Lecithin gut itiber- 
einstimmt. 

In dem unter Verwendung von Aluminiumoxyd als Adsorptions- 
inittel durchgefiihrten Versuch VII B waren 19.0mg nieht adsorbierter 


und 5.0mg mit Ather eluierter Substanz, insgesamt 24.0mg = 31.6 %o 
P-frei. Die 5mg mit Ather eluierter Substanz bestanden aus Chole- 
sterin. Nicht eluiert wurden 52.0mg = 68.4%. Unter Zugrundelegung 


des Ergebnisses von Versuch VII A mit Saccharose, demzufolge in dem 
Schering-Lecithin nur 44.6°%o Phosphatid enthalten sind, kinnten in 
den in Versuch VIB verwandten 76.0 mg Schering-Lecithin nur 33.9 mg 
Phosphatid enthalten sein, die sicher noch nicht eluiert waren, also 


* Zur Bestimmung des Phosphatidphosphors wurde ein eingewogener 
Anteil des Phosphatids im Kjeldahlkolben mit konzentrierter Schwefelsdure 
und Perhydrol p. a. verascht und in der Asechenlésung P kolorimetriseh 
nach LOHMANN und JENDRAssIkK mit dem Pulfrichstufenphotometer bestimmt. 
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in den 52.0 mg noch adsorbierter Substanz enthalten sind. Die Differenz 
52.0 mg — 33.9 mg, also 18.1mg = 23.8 °%o bestehen auf Grund der Er- 
fahrungen in den Versuchen mit freien Fettsiuren wahrscheinlich aus 
freien Fettsiuren. Demnach hitte das von mir verwandte Handels- 
praparat Lecithin der Firma Schering folgende Zusammensetzung: 

44.6 0 Phosphatid 

23.8 °/o freie Fettsduren 

6.6 °/o Cholesterin 

25.0 %o Triglyceride 

100.0 °/o 
Diese Feststellung der prozentualen Zusammensetzung des Praparates 


war wichtig, da es noch fiir einen weiteren Modell-Adsorptions- Versuch 
benutzt wurde. 


Aus den bisherigen Modellversuchen ergibt sich also, dafi{ — in 
Restiitigung der Ergebnisse von Trappe — die freien Fettsiéuren und 


die Phosphatide von Aluminiumoxyd sehr stark adsorbiert werden und 
sich mit den von mir verwandten Lésungsmitteln allein nicht eluieren 
lassen. Ferner zeigte sich in meinen Versuchen, daf die freien Fett- 
siiuren aus petrolitherischer Lésung von Saccharose nicht adsorbiert 
werden, wohl aber die Phosphatide, und daf letztere nur mit Methanol 
quantitativ von der Saccharose eluierbar sind. Da Chlorophylle, Phaeo- 
phytine und sauerstoffhaltige Carotinoide ebenfalls von Saccharose 
aus einer Liésung von Petrolither/Benzol 14:1 adsorbiert werden, 
priifte ich, welchen Platz das Phosphatid bei der Adsorption auf einer 
solchen Siiule einnimmt. Zu diesem Zweck stellte ich mir nach einer 
im GatTERMANN-WiELAND angegebenen Vorschrift aus Spinatblattern 
einen Farbstoffextrakt her, der im wesentlichen die Chlorophy! le 
‘Phaeophytine und Carotinoide enthilt. Diese Petrolather und Benzol 
enthaltende Farbstofflosung filtrierte ich durch eine Saccharosesaule 
und fand auf der Siule, wie bekannt, von oben nach unten folgende 
Zonen: Chlorophyll b (gelb-griin), Chlorophyll a (blau-griin), Xantho- 
“phyll (gelb), Phaeophytin b (gelb bis olivfarben), Phaeophytin a (hell- 
erau). Chlorophyll b wird also am stirksten adsorbiert und im obersten 
Teil der Siiule festgehalten, wiihrend die Carotine «, 6 und 7 und die 
-Xanthophyllester nicht adsorbiert werden und ins Filtrat gehen. Durch 
die so priiparierte, zur Entwicklung des Chromatogramms mit Petrol- 
Sther/Benzol 14:1 nachgewaschene Siiule filtrierte ich eine Lésung von 
Lecithin in Petroliither/Benzol 14: 1. Beim Durchfiltrieren dieser L6sung 
wurden allmihlich alle Farbstoffzonen auf der Siiule ein Stiick weiter 
nach unten verdriingt, tiber der Chlorophyll b Zone zeigte sich eine 
neue farblose Zone, in der ich das Phosphatid vermutete. Beim Nach- 
waschen mit Petrolither/Benzol 14:1 iinderte sich das Bild auf der 
Siule nicht. Siimtliche Zonen, auch die farblose Zone, wurden abge- 
graben und die adsorbierten Verbindungen einzeln mit Methanol aus 
der Saccharose herausgelést. Nach Verdampfen des Lésungsmittels 
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wurden die Riickstiinde feucht verascht und in der Asche jeweils der 
Phosphorgehalt nach Loumann und Jenprassik kolorimetrisch be 
stimmt. Dabei stellte sich heraus, da® nur die aus der obersten farb 
losen Zone herausgeléste Substanz Phosphor enthielt, die aus den Farb- 
stoffzonen herausgelésten Substanzen phosphorfrei waren. 

Nach diesen Modellversuchen mit den einzelnen Stoffen bzw. Stoff 
gruppen beziiglich :ihres Verhaitens bei der Adsorption und Elutior 
fiihrte ich noch Modellversuche durch an einem Gemisch, das aus jeder 
Stoffgruppe eine Verbindung, bei den Farbstoffen mehrere, enthielt 
Iiinen dieser Modellversuche bringe ich als Beispiel, in dem das Ge? 
wisch folgendermaben zusammengesetzt war: 


Ceten 29.0 mg 
Walrat (Cetylpalmitat) 22.2 mg 
Cholesterylstearat 30.6 mg 
Tributyrin 113.5 mg 
Cholesterin 19.6 mg 
Cholesterin (aus Lecithin) 2.1 mg 
Stearinsdéure 32.7 mg 
freie Fettsiure (aus Lecithin) 7.5 mg 
Lecithin (Phosphatid) 14.0 mg 
Pflanzenfarbstoffe? 15.3 mg 
Triglyceride (aus Walrat und Lecithin) 9.8 mg 

296.3 mg 


Dieses Gemisch liste ich in 100 cem Petrolither/Benzol 14:1 und filJ 
trierte die Lésung durch eine Siiule aus 300g Saccharose. Dag 
Nachwaschen erfolgte mit 100 ccm Petrolither/Benzol 14:1. dann mit 
100 ccm Petrolither. Jeweils 50 ccm Filtrat wurden in 100 cem Erlen: 
meyerkolben aufgefangen. Diese enthielten nach Verdampfung des 
Lésungsmittels folgende Substanzmengen: 


1. Filtrat 252.5 mg 
2. Filtrat 8.1 mg 
3. Filtrat 4.5 mg 
4, Filtrat 0.5 mg 
5. Filtrat 0.4 meg 

265.8 mg 


Da die letzten beiden Filtrate praktisch kaum noch einen Riickstand 


enthielten, wurde das Filtrieren nicht mehr fortgesetzt. Die Bilanz ist 
folgende: 


Ausgangsmenge: 296.3 mg 
Im Filtrat 1—5: 265.8 me 
adsorbiert: 30.5 mg 
Zu erwarten war, daf 14.0 mg Phosphatid 
15.3 mg Pflanzenfarbstoffe 


} 29.3 mg adsorbiert wiirden. Die Menge de: 
nicht an Saccharose adsorbierbaren «, 6 und y Carotine und der Xan. 


> Wie oben angegeben aus Spinatbliittern hergestellt. 
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ophyllester war mit 0.5 mg (s. Seite 617) so gering, daB sie praktisch 
ernachlissigt werden konnte. 
uf der Siule waren folgende Zonen zu beobachten: 


. Zone, fast farblos, leicht griin gefirbt (oberste Zone) 
. Zone, gelb-griin 

. Zone, blau-griin 

. Zone, gelb 

. Zone, hellgelb bis olivfarben 

Zone, hellgrau 

. Zone, farblos. 


“I OUP 09 DO 


Die oberste Zone wurde abgegraben, mit Methanol eluiert, dieses 
‘erdampft und der Riickstand feucht verascht. Der Phosphorgehalt 
fer Asche betrug 610 y. Dem entsprechen 14.5 mg Phosphatid bei 
inem P-Gehalt von 4.2 Prozent. 

Die Elution der adsorbierten Farbstoffe erfolgte mit Ather/Aceton 
-1. Der Riickstand der gesamten Farbstoff-Eluate betrug 19,1 mg. 
as Gewicht siimtlicher eluierten Substanzmengen betriigt demnach: 
Filtratriickstiinde 1—5 265.8 mg 
Farbstofte 19.1 mg 
Phosphatid (berechnet aus der 
P-Analyse) 14.5 mg 

299.4mg (Ausgangsmenge 296.3 mg). 


Der Gesamtriickstand der Filtrate 1—-5 vom Gewicht 265.8 mg 
wurde anschlieBend in 50 ccm Petrolather gelést und die Lésung durch 
eine Siule aus 100¢ Aluminiumoxyd filtriert. Die Elution der ad- 


sorbierten Verbindungen erfolgte wie bei den vorigen Versuchen mit 
Tetrachlorkohlenstoff, Benzol und Ather. 


SHule aus 100-8 Aluminiumoxyd. 


265.8 mg Substanz (Filtrate 1—5), 
gelést in 50 ccm Petrolaither 


nachgewaschen mit Petrolather Verseifungszahlen 
1. 25cem: 16.6 mg (fliissig) 0.0 

29, 25 ccm: 11.7 mg (fliissig) 0.9 

3. 25cem: 5.1 mg (halbfest) — 

4. 25ccm: 16.6 mg (fest) 110.7 

5. 25cem: 1.5 mg (fest) — 

6. 25ccm: 0.6 mg — 

52.1 mg 52.1 mg 

eluiert mit Tetrachlorkohlenstoff Verseifungszahlen 
7. 25cem: 19.3 mg (fest) 84.4 


8 ccm: 9.7 mg (fest) — 
9, 25cem: 0.8 mg == 
10. 25cem: 0.5 mg 


————_ 


30.3 mg $0.3 mg 
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eluiert mit Benzol Verseifungszahlen 
11. 25 ccm: 35.4 mg (fliissig) 545.4 
12. 25 ccm: 29.3 mg (fliissig) 553.9 
13. 25 ccm: 13.1 mg (fliissig) 544.9 


14. 25cecm: 4.2 mg (fliissig) — 
15. 25cem: 3.9 mg (fliissig) = 
16. 25cem: 4.5 mg (fliissig) = 
17. 25ccm: 2.8 mg — 
18. 25cem: 1.6 mg -- 
1O we 2D Cems tome se 
20. 25 cem:  1.0'mg —- 
21. 25ccm: 0.8mg — 


98.1 mg 98.1 mg 
eluiert mit Ather Verseifungszahlen 
22. 25ccm: 18.1 mg (fest) 19 
23. 25cem: 2.1 mg (fest) -- 
24, 25cem: 0.0m¢g — 
25. 25cem: 17.6mg (halbfest) 479.1 
26. 25ccm: 0.0 mg -— 
27. 25cem: 0.0 mg a 
37.8 mg 37.8 mg 
218.3 mg 
Bi la 7 7, 
Substanz 265.8 mg 
Stearinsdiure — 32.7mg 
freie Fettsiuren — 75mg 
Eluat (zu erwartender Wert) 225.6 mg 
Eluat (gefundener Wert) 218.3 mg 
Verlust 7.3mg (abgespaltene Buttersiure!) 
17.6 mg Dibutyrin= 6.7 mg Buttersiiure. 


Wie das Ergebnis zeigt, ist das Gesamtgewicht der Eluatriickstiinde 
nit 218.3mg kleiner als das Gesamtgewicht der verwandten Filtrat- 
riickstiinde 1—5. Dieser Verlust ist, wie spiter noch erértert wird, 
durch die Nicht-Eluierbarkeit der freien Fettsiuren bedingt. Ceten als 
Vertreter der Kohlenwasserstoffe und Walrat als Vertreter der Wachse 
finden sich erwartungsgemiB in der Petrolitherfraktion wieder, u. zwar, 
wie sich aus den Verseifungszahlen ergibt, das Ceten in den beiden 
ersten Vorlagen, das Walrat hauptsiichlich in der vierten Voriage. Der 
Sterinester (30.6mg Cholesterylstearat) ist im Tetrachlorkohlenstoft- 
Eluat enthalten, seine Verseifungszahl stimmte mit der von mir im Aus- 
gangsmaterial ermittelten iiberein. In der Benzolfraktion, die die ge- 
samten Triglyceride (123.3 mg) enthalten sollte, sind Verluste einge- 
treten, und zwar durch die oben (Seite 609) erérterte Umwandlung von 
Triglyceriden in Diglyceride auf der Aluminiumoxydsiule. Die Digly- 
ceride sind, wie aus dem Modellversuch LV B ersichtlich war, nicht mehr 
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uit Benzol, sondern erst mit Ather eluierbar. Diese Umwandlung des 
Triglycerids in ein Diglycerid zeigen auch die Verseifungszahlen an, 
je im Benzoleluat dem Tributyrin, in der vierten Vorlage des Ather- 
eluates dem Dibutyrin entsprechen. In den beiden ersten Vorlagen des 
Athereluates finden sich die freien Sterine wieder, die Verseifungszahl 
ist praktisch Null. An freien Fettsiiuren waren in dem Ausgangsfett- 
gemisch 32.7 mg Stearinsiiure und 7.5 mg freie Fettsiituren aus Lecithin 
vorhanden. Bei der Umwandlung der im Benzoleluat nicht wieder ge- 
fundenen 25.2 mg Triglyceride (eingesetzt als Tributyrin) in Dibutyrin 
wiirden 19.4mg Dibutyrin und 7.3 mg Buttersiiure entstehen. Werden 
diese in die Bilanz eingesetzt, so ist sie praktisch ausgeglichen. 

Auffallend war, da® beim Eluieren mit Benzol und Ather die Eluate 
gelb gefirbt waren. Neben den Triglyceriden, Diglyceriden und freien 
Sterinen werden niimlich auch die drej Carotine a, #6 und y und die Xantho- 
phyll-Ester eluiert. Um festzustellen, ob diese in so grofer Menge vor- 
jianden sind, da® sie die Bestimmung der Kennzahlen, der Verseifungs- 
gablen und der in den spiiteren Versuchen (siehe Seite 622) bestimmten Jod- 
und Rhodanzahien merklich stéren kénnen, habe ich ihre Menge in den 
Filtraten 1—5 der Saccharose-Siule bestimmt. Diese Bestimmung wurde 
nach Kuan und Brockmaxn kolorimetrisch mit der petrolatherischen Losung 
yor der Adsorption an Aluminiumoxyd durchgefiihrt. Als kolorimetrischer 
Standard diente eine Lésung von 145mg reinstem Azobenzol in 100 ccm 
96%oigem Athanol. Diese Lésung ist farbgleich einer Lésung von 0.00235 mg 
@- oder f-Carotin. Fiir die Xanthophyll-Ester liegt der Wert ungefihr dop- 
pelt so hoch. Da ich fiir meine Zwecke nur ungefihr den Gehalt an diesen 
Carotinoiden bestimmen wollte und eine Trennung der Farbstoffe nicht vor- 
nahm, so setzte ich die Losung von 14.5 mg Azobenzol in 100 ecm Alkohol 
gleich dem mittleren Wert von 0.0035 mg der genannten Carotinoide. Die 
Bestimmung wurde mit dem Autenrieth-Kolorimeter durchgefiihrt; ich fand 
einen Wert von 0.5mg. Diese Menge stort die Bestimmung der Kennzahlen 
praktisch nicht. 


Teil Il. Untersuchung der Algenlipoide. 


Die Algen wurden nicht von mir selbst, sondern in den Botanischen 
Anstalten nach den dort ausgearbeiteten Methoden (Harper und 
y. Witscu) kultiviert. 

Chlorella und Scenedesmus wurden in zylindrischen, senkrecht stehenden 
Glasrohren von 60mm Durchmesser und 1400 mm Hohe in einem normai 
temperierten Gewiichshaus bei Tageslicht (etwa 5000-—10000 Lux) geziichtet. 
Die Rohre enthielten als Niahrlésung in 1000 cem Leitungswasser 5.5 com 

§-10°%oige Kaliumnitratlosung, 0.4cem 10%oige Kaliumphosphatlosung (primar), 
deem 10°%ige Magnesiumsulfatlosung, 1 com Eisenlaktatlosung (enthaltend 
5.8mg Eisenlaktat) und 10—20 cem Erdabkochung. Durch die Rohre wurde 
von unten Luft eingeblasen, um die Zellen mit Kohlendioxyd und Sauerstoff 
zu versorgen. Dabei wurden gleichzeitig die Zellen aufgewirbelt und gleich- 
miBig iiber das ganze Rohr verteilt. Nitzschia palea wurde ebenfalls in 
durchliifteten Glasrohren, aber in kleineren (30 mm Durchmesser, 250 mm 
_Hoéhe) und auferdem in der Dunkelkammer bei elektrischer Belichtung 
(8000 Lux, gewohnliche Gliihbirne) kultiviert. Die Zusammensetzung der 
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5 
Nihrlésung war etwas anders, nimlich in 1000 ccm Leitungswasser 0.5 cem | 
einer 10°oigen Natriumnitratlésung, 0.5 cem einer 25°/oigen Natriumphosphat- - 
lésung (sekundiir), 0.5g Natriumsilikat und 100 ccm Erddekokt. ' 

Bei der Ernte der Algen wurde kein Wert darauf gelegt, daf die Kul. 
turen maximale Fettanreicherung hatten. Jedoch wurden niemals ganz | 
junge, noch in intensiver Vermehrung begriffene Kulturen verwendet, da, 
diese sehr wenig Fett enthalten, sondern nur dltere, bei denen bereits eine} 
deutliche Fettspeicherung eingesetzt hatte. Die Ernte der Algen fand stets | 
am Vormittag statt. Der Inhalt der Rohre wurde dazu in grofe flache} 
Schalen entleert und die bis zum nichsten Morgen sedimentierten Zellen | 
nach AbgieBen der tiberstehenden klaren Nahrlésung in Zentrifugenglaser ’ 
iiberfiihrt. Die durch scharfes Zentrifugieren von der restlichen Nahrlésung ° 
abgetrennten Algenzellen kamen in eine dickwandige, mit Gummistopfen | 
verschlossene Steilbrustflasche von 300ccm Inhalt. Die Flasche wurde in 
ein kaltes Wasserbad eingetaucht, das Wasser im Bad langsam zum Kochen | 
gebracht und die Flasche gleichzeitig mit der Wasserstrahlpumpe evakuiert. — 
Wihrend dieser Trocknung wurde Kohlendioxyd, das in einer Waschilasche » 
mit Wasser gewaschen und in einem Trockenturm mit Calciumchlorid ge- > 
trocknet war, zur Verdriingung des Luftsauerstoffes durch eine Kapillare in — 
die Flasche eingeleitet. In fiinf Stunden sind nach diesem Verfahren die » 
Zellen trocken. 

Die getrockneten Zellen wurden mit grobem Quarzsand (Praparat . 
Merck) méglichst fein zerrieben und im Soxleth-Apparat mit Ather 
extrahiert. Auch wiihrend dieser Extraktion wurde durch ein seitlich 
in den Kolben eingeschmolzenes Rohr Kohlendioxyd (gewaschen und 
getrocknet wie oben) eingeleitet und somit der Luftsauerstoff aus dem 
Soxleth-Apparat verdriingt. Nach 24 Stunden ist die Extraktion prak- 
tisch beendet. Der Ather wurde abgedampft und der Riickstand ge- 
wogen. Er war bei allen drei Algen dunkelgriin gefiirbt und von 6l- 
artiger Konsistenz. Er wurde in Benzol gelést und mit Petrolither 
verdiinnt, so daB das Verhiltnis Benzol/Petrolither 1:14 betriigt. Man 
verwendet am besten fiir 100mg Substanz je 20 cem Lésungsmittel- 
gemisch. Die Lésung wurde wie in den Modellversuchen mit nicht zu 
groBer Geschwindigkeit durch die Saccharosesiiule gesaugt und die 
Filtrate in 100cem Erlenmeyerkolben aufgefangen. Der Gesamtriick- 
stand dieser Filtrate wurde anschlieBend in Petrolither gelést, diese 
Lésung durch eine Aluminiumoxydsiule filtriert und die Filtrate und 
Kluate in 50cem Erlenmeyerkolben aufgefangen. 

Von den drei verschiedenen Algenextrakten wurden je drei Ad- 
sorptionsversuche durchgefiihrt. Die an Chlorella gewonnenen Analysen- 
ergebnisse sind in Tab. I zusammengestellt. 

Bei der Filtration der Petrolither/Benzol-Lisung durch die Sac- 
charosesdule wurden 80.1°%o, 81.8% und 83.5% der Lipoidfraktion 
nicht adsorbiert. Adsorbiert waren Phosphatide und Farbstoffe. 

Die Menge der Phosphatide wurde durch die Bestimmung des 
P-Gehaltes im Eluat des obersten Teiles der Saccharosesiiule ent- 
sprechend den auf 8. 613 geschilderten Erfahrungen ermittelt. Sie war 
gering, betrug 1% und weniger der gesamten Lipoidmenge. Dies ist 
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nicht verwunderlich; denn aus der Literatur ist bekannt (VAGELER, 
REWALD, Diemair), daB die vollstiindige Abtrennung der Phosphatide 
aus pflanzlichem Material sehr schwierig ist. Sicher ist bei meiner Ather- 
extraktion nur ein geringer Bruchteil der gesamten Phosphatide aus den 
getrockneten Algen extrahiert worden. Da ich aber nur die atherlos- 
lichen Lipoide der Algen analysieren wollte, habe ich die dtherunlés- 
lichen Phosphatidanteile nicht weiter beriicksichtigt. 

Die Farbstoffe wurden aus den Farbstoffzonen der Saccharose- 
Sdule gemeinsam mit Ather/Aceton 1:1 (siehe Seite 615) eluiert, ihre 
Mengen betrugen 11.5—15.5% der Gesamtlipoide. Sie wurden keiner 
éingehenden Analyse unterzogen, da mir kein geeignetes Spektroskop 
zur Verfiigung stand. In einem besonderen Versuch habe ich die Farb- 
stoffzonen getrennt eluiert, die Chlorophylle a und b und die Phaeo- 
phytine a und b lieBen sich spektroskopisch nachweisen. Die Wellen- 
langen-Kinteilung des Spektroskopes reichte jedoch nicht aus, um die 
Carotinoidfarbstoffe zu unterscheiden. 

Bei der Filtration durch die Aluminiumoxydsiule zeigte sich, 
daB der Anteil der Kohlenwasserstoffe und Wachse, d.h. der 
aus Petrolither an Aluminiumoxyd nicht adsorbierte Anteil der Lipoide, 
bei Chlorella sehr gering ist. Er betrug in den einzelnen Kolben meist 
weniger als 1 mg, insgesamt nur 0.5% der Gesamtlipoidfraktion, und 
ist so gering, da man diesen Betrag vielleicht als Wigefehler an- 
sehen muf. 

Die Menge der mit Tetrachlorkohlenstoff aus der Aluminiumoxyd- 
Siule eluierbaren Substanzen, zu denen auch die Sterinester gehéren, 
betrug bei den Chlorelialipoiden im Durchschnitt 2.4°/o. Sicher handelt 
es sich aber hierbei nicht ausschlieBlich um Sterinester; denn bei der 
Verseifung dieses Riickstandes mit Natriumithylat und nachfolgender 
Fallung mit Digitonin erhielt ich nur ungefihr 38mg Digitonid. Be- 
rechnet man daraus die Menge des Sterins bzw. des Sterinesters, so 
erbilt man ungefihr 0.8 mg bzw. 1.2 mg. Die Sterinester der Chlorella- 
lipoide sind demnach von Substanzen begleitet, die die gleiche Adsorp- 
tionsaffinitit wie die Sterinester besitzen. 
: Die im Athereluat befindlichen freien Sterine lieBen sich in 
den Riickstinden gut erkennen, da sie sich durch einen hohen Schmeiz- 
: punkt und gute Kristallisationsfihigkeit auszeichneten. Leider war ihre 
exakte Abtrennung von den Diglyeceriden mit Hilfe der Adsorptions- 
siule und Atherelution nicht méglich. Vermutlich lat sich die Tren- 
‘nung besser durchfiihren, wenn die Adsorptionssaulen linger sind. Um 
die wirkliche Menge an Sterinen zu erfassen, wurde in den Riickstanden 
die gravimetrische Digitoninfiéllung durchgefiihrt. Die Menge der freien 
Sterine betrug 0.2—0.4°%o. 

Die Bestimmung der Sterinester und freien Sterine wurde 


foleendermaBen durchgefiihrt: : ; 

1. Die Sterinester wurden nach Mtsisock und KavtrMann mit 
Natriumithylat verseift: zu je 10mg Ester kamen 10 ccm Alkohol und etwa 
800 mg metallisches Natrium. Dieses Gemisch wurde vier Stunden auf einem 
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622 Hans KaATHEN: 


kochenden Wasserbad am RiickfluBkiihler erhitzt, danach mit Wasser ver-- 
diinnt (auf je 10cem Alkohol 15cem Wasser) und viermal mit je 20 cem | 
Petrolither das freie Sterin ausgeschiittelt. Die petrolatherische Loésungy 
wurde jedesmal durch dasselbe Faltenfilter filtriert und nach Abdampfeni 
des Petrolithers das freie Sterin gewogen. Durch Verseifen von Cholesteryl-- 
stearat iiberzeugte ich mich von der quantitativen Spaltung des Esters. — 

2. Die freien Sterine wurden als Digitonide gravimetrisch be-- 
stimmt. Dabei wurde das Sterin in 1 ccm 96°/oigem Alkohol gelést (eventuell] 
unter gelindem Erwiirmen) und mit einer 1°%oigen Lésung von Digitonin ina 
90°%oigen Alkohol versetzt. Zu je 1 mg Sterin kamen 0.5 cem Digitoninlosung.\ 
(Erhoht man die Menge der Digitoninlésung, so steigt die Menge dess 
Digitonids iiber den theoretischen Wert an.) Aus dem Gewicht des Digito-- 
nids berechnete ich den Betrag des Sterins durch Multiplikation mit demo 
Faktor 0.25. (Der theoretische Faktor fiir Cholesterin ware 0.2431, fiir 
Stigmasterin 0.2555. Da aber die genaue chemische Zusammensetzung der! 
Sterine der untersuchten Algen nicht bekannt war, multiplizierte ich mitt 
dem Faktor 0.25.) 

Die im Benzoleluat befindlichen Triglyceride wurden, da Sie in} 
gréBerer Menge zur Verfiigung standen, einer genaueren Analyse unter-- 
zogen. Ich bestimmte neben den Verseifungszahlen auch die Jod- und! 
Rhodanzahlen. Da aber zur gleichzeitigen Bestimmung dieser drei! 
Kennzahlen die Riickstiinde jedes einzelnen Eluates nicht ausreichten, . 
wurde in den Benzoleluaten des ersten Adsorptionsversuches die: 
Rhodanzahl (RhZ.), in denen des zweiten die Jodzah! (JZ.) und ini 
denen des dritten die Verseifungszahl (VZ.) ermittelt. 

Die Bestimmung der Jodzahl erfolgte nach der Vorschrift von H. P. Kaur-: 
MANN (1935, 8.23) an 10 bis 100 mg Fett in den als Vorlage benutzten 50 cemi 
Erlenmeyerkolben, die Bestimmung der Rhodanzahl ebenfalls nach H. P. KaAve-! 
mann (1935, 8. 73). 

_ Die Verseifungszahlen waren bei den Chlorellatriglyceriden unter! 
Beriicksichtigung der Fehlerbreite der Methode in den untersuchten: 
sechs aufeinanderfolgenden Eluaten gleich, wiihrend die Jod- bzw. 
Rhodanzahlen bei fortschreitender Elution anstiegen. Die Rhodan- 
_zahlen waren immer niedriger als die Jodzahlen. Diese Tatsachen unter- 
stiitzen die Theorie, daB Verbindungen um so stirker adsorbiert bzw. 
um so schwerer eluiert werden, je ungesiittigter sie sind. Die ge- 
fundenen Jod- und Rhodanzahlen bewiesen, daB nicht nur einfach un- 
gesittigte, sondern auch mehrfach ungesiittigte Fettsiiuren in den Tri- 
glyceriden enthalten sind. Da die Verseifungszahlen nicht anstiegen 
und ungefiihr den Wert fiir Tristearin besaBen, darf man annehmen,, 
daf es sich um Triglyceride handelt, deren Fettsiiuren die durch- 
schnittliche C-Atomzahl 18 besitzen. In anderen hier nicht besechriebenen 
Versuchen an Chlorellalipoiden ergab die Bestimmung der Verseifungs- 
zahl der mit Ather eluierten Diglyceride ungefiihr den Wert fiir Di- 
stearin; die beiden Fettsiuren der Diglyceride besaBen also im Mittel 
ebenfalls 18 C-Atome. Die Rhodan- und Jodzahlen der Chlorella- 
triglyceride stiegen von 63.8 bzw. 93.1 im Riickstand des ersten Eluates 
auf 93.5 bzw. 167.9 im Riickstand des letzten Eluates an. Aus der Hohe 


nicht sprunghafte Anstieg der 
Rhodanzahl — und ebenso auch der 
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dieser Rhodan- und Jodzahlen war zu schlieBen, daS in den Tri- 
glyceriden mindestens zwei ungesiittigte Fettsiuren vorkommen niissen, 
von denen wiederum eine mehrfach ungesittigt sein muB. Ferner lie8 
sich aus der Héhe dieser Zahlen errechnen, dab im Riickstand des ersten 
Eluates pro Mol Triglycerid 2 Mol Rhodan und 3 Mol Jod, im Riick- 
stand des letzten Eluates 3 Mol Rhodan und 6 Mol Jod pro Mol Tri- 
glycerid aufgenommen wurden. Abb.2 bringt dieses graphisch zum 
Ausdruck. 

Da Triglyceridmolekiile immer nur ganzzahlige Halogenmolekiile an- 
lagern, ist bei einem Anstieg der Rhodanzahl von zwei auf drei pro 
Triglyceridmolekiil anzunehmen, daB 
bei Chlorella nur zwei Triglyceride 
vorkommen. Der progressive und 


Jodzahl — ist darauf zuriickzu- 
fiihren, daB bei der Adsorption und 
bei der Elution keine scharfe Tren- aes ee; 
nung der Triglyceride erfolgt, so Eluat Ltvat 
daB im Riickstand des ersten Eluates Ch¥or ella 
Boiielasersie Triplycerid enthalten “PY.” Joc und Mhodanattanhme bein Tr 
ist, wihrend die folgenden in zu- 

nehmendem Make mit dem zweiten Triglycerid vermengt sind und erst 
im letzten Eluat das zweite Triglycerid allein enthalten ist. 

Da die Hauptmenge der Triglyceride im Chlorellafett Fettsiuren mit 
der durchschnittlichen C-Atom-Zahl 18 besitzt und die ungesattigten 
Fettsiuren in natiirlichen Fetten meist vom Typ der Olsiéure, Linol- 
siure und Linolensdure sind, ist es sehr wahrscheinlich, daB diese auch 
in den Chlorellalipoiden vorkommen. Leider war es wegen der geringen 
Extraktmengen nicht méglich, die Fettsiuren naher zu analysieren. Die 
Annahme, da8 es sich bei den Fettsiuren hauptsichlich um Olsiure und 
Linolsiure handelt, wird durch die Héhe der Jod- bzw. Rhodanzahien 
héchstwahrscheinlich gemacht. Im Chlorellalipoid kann man daher zwei 
Triglyceride folgender Zusammensetzung annehmen: 


autgenommene Mol Jod bzw. 
Rhodan Je Mol Iniglycerid 
Sru% BRADY 


ve Stearinsdure WA Linolsdiure 
Glycerin — Olsiure Glycerin — Linolsadure 
\, Linolséure . Linolséure 


Jede andere Zusammensetzung wiirde ein anderes Verhiltnis zwischen 


den Jod- und Rhodanzahlen ergeben. 


Die Menge der im Athereluat neben dem freien Sterin erfaften 
Diglyceride, die bei der Adsorption von Triglyceriden an Alu- 
miniumoxyd entstanden sind (siehe Versuch IV B Seite 608/609), ist als 
‘Triglycerid in die Bilanz eingesetzt worden. Die Summe der in samft- 
lichen Eluaten aus der Aluminiumoxydsiiule erfaBten Substanzen betrug 
praktisch 100% der verwandten Substanzmengen, so daf sich daraus 
ergibt, da® praiformierte freie Fettsauren im Chlorellafett 
nicht in nachweisbarer Menge enthalten sind. 
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Wie schon im Anfang der Arbeit (Seite 604) gesagt wurde, lass 
sich die Atherischen Ole zunichst nicht durch die Adsorption 
methode erfassen. Um ihre Menge festzustellen, wurden in besonder 
Versuchen die Chlorellalipoide der Wasserdampfdestillation unt 
worfen. Da die Destillate verhiltnismiBig wenig itherisches Ol e 
hielten, extrahierte ich es aus dem Destillat mit Ather. Der Ath 
wurde verdampft, der Riickstand im Vakuumexsikkator kurz evakuid 
und anschlieBend gewogen. In einem solchen als Beispiel hier mitg 
teilten Versuch erhielt ich von 409.1 mg Ausgangsmaterial 6.2 mg = 1.5) 
iitherisches 61. Das Oi besaB einen mehr oder minder scharfen, ety 
senfolartigen Geruch und zeichnete sich durch sehr hohe Viskositi 
aus. Wegen der geringen Menge war es nicht méglich, eine nahe 
Analyse durchzufiihren. Mit fuchsinschwefeliger Saiure lieben sich kei 
Aldehyde, mit Eisen III-Chlorid keine Phenole und mit Lackmus kei 
Carbonsiuren nachweisen. 

Die voranstehenden Tabellen II und IIIf zeigen, da® die Nitzscha 
und Scenedesmus-Lipoide ihnlich zusammengesetzt sind wie 
Chlorella-Lipoide. 

Der Gehalt der an der Saccharosesiiule adsorbierten Phosphatic 
betrug auch bei diesen beiden Algen weniger als 1°/0, der Gehalt « 
Farbstoffen war bei Nitzschia etwa gleich groB, bei Scenedesm: 
etwa dreimal so groB wie bei Chlorella. Von griinen Farbstoffen en 
hielt Scenedesmus Chlorophyll a und b und die Phaeophytine a und 
wihrend bei Nitzschia nur Chlorophyll a und Phaeophytin a nachwer 
bar waren. Bei der Diatomee wurde auf der Saccharosesiule nebe 
dem Xanthophyll noch ein gelber, wahrscheinlich sauerstoffhaltig’ 
Farbstoff erkennbar, der von der Saccharose stiirker als Xanthophy 
und schwécher als Chlorophyll a adsorbiert wurde. Da dieser unb! 
kannte Farbstoff im Entmischungsversuch in 90°%iges Methanol, abe 
nicht in 7O0%oiges Methanol iiberging, ist er nicht mit Fucoxanth 
identisch. 


Die Fraktion der Kohlenwasserstoffe und Wachse ist b 
Nitzschia kaum gréfer als bei Chlorella, dagegen bei Scenedesm 
mit 3.9%o deutlich erhéht und auch fast ausschlieBlich im Filtrat 
enthalten. Bei der im 3. Scenedesmus-Adsorptionsversuch zur ‘Ve 
fiigung stehenden gréBeren Menge von 11.1 mg wurde die Verseifung 
zahl bestimmt und mit 89.7 ermittelt. Dies beweist, da® die Substar 
kein Kohlenwasserstoff ist. Der GréSenordnung nach kénnte es @ 
Sterinester sein, aber nach dem Verhalten im Adsorptionsversuch mv 
es ein Wachs sein. Zur Bestiitigung seiner Wachsnatur wurden die i 
2. Scenedesmus-Adsorptionsversuch gewonnenen 6.0 mg Substanz m 
Natriumathylat verseift und nach Verdiinnen mit Wasser die Athyla 
lésung mit Petroliither extrahiert. Der nach Verdampfen des Petre 
ithers erhaltene Riickstand war fest. Da er in wenig Alkohol geld 
guf Zusatz alkoholischer Digitoninlésung keinen Niederschlag ga 
kann es sich nicht um einen Sterinester handeln, sondern um e€ 
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Wachs. Wegen der geringen Menge des zur Verfiigung stehenden 
Wachses ist die Verseifungszahl sicherlich mit einem verhiltnismabig 
groben Fehler belastet, so daB sich vorerst iiber die Komponenten 
des Wachses keine Aussagen machen lassen. 


Sterinester waren bei Scenedesmus kaum vorhanden; bei 
Nitzschia betrug ihre Menge im Mittel der drei Adsorptionsversuche 
1.6%. Es ist aber auch hier wie bei Chlorella (siehe Seite 619) fraglich 
oh es sich ausschlieBlich um Sterinester handelt. 

Die Menge der freien Sterine war bei Nitzschia mit 1.5% 
im Mittel héher als bei Chlorella (0.3°o) und bei Scenedesmus mit 
3.6 °/o am hdéchsten. . 


In der Triglyceridfraktion zeigten wie bei Chlorella die 
Riickstaénde aller aufeinanderfolgenden Eluate sowohl bei Néilzschia 
wie bei Scenedesmus die gleichen Verseifungszahlen, auch stimmte 
die GréBe der Verseifungszahlen mit den bei Chlorella ermittelten 
uberein, so da auch die Triglyceride von Nitzschia und Scenedesmus 
Fettséuren mit der durchschnittlichen C-Atomzahl 18 enthalten diirften. 
Auch waren die Rhodanzahlen bei Nitzschia und Scenedesmus stets 


Jod 


eaaenacarr malt 


Rhodan 


aufgenommene Mol Jod bzw. 
Phodan ye Mol Irighycerid 
Dr SEA ANS 


estes lefzfes ersfes lefzles 
Eluat Eluot —Eluat Lluot 


Nitzschia Scenedesmus 


Abb. 3. Jod- und Rhodanaufnahme bei den Triglyceriden von Nitzschia 
und Scenedesmus. 


niedriger als die Jodzahlen. Aber die Rhodanzahlen blieben bei diesen 
beiden Algenlipoiden im Gégensatz zum Verhalten der Chlorella- 
triglyceride in allen aufeinanderfolgenden Eluatriickstanden gleich, bei 
Scenedesmus blieben auch die Jodzahlen in den aufeinanderfolgenden 
Eluatriickstinden unveriindert, und nur bei Nifzschia stiegen die Jod- 


-anhlen wie bei Chlorella kontinuierlich an. Auch hier lieB sich aus 


der Hohe der Jod- und Rhodanzahlen die auf ein Triglyceridmolekil 


-entfallende Jod- und Rhodanmenge errechnen. Sie betrug bei Nifzschia 


im ersten eluierten Triglycerid pro Mol 3 Mol Jod und 2 Mol Rhodan, 
im letzten eluierten Triglycerid 4Mol Jod und 2 Mol Rhodan. Von 
den Scenedesmus-Triglyceriden wurden pro Mol stets nur 5 Mol Jod 
und 3 Mol Rhodan aufgenommen. Graphisch ist dieses Verhalten in 
Abb. 3 wiedergegeben. 

Unter Zugrundelegung der auf Seite 623 gemachten Ausfiihrungen 
und der ermittelten Kennzahlen ist anzunehmen, da in den Lipoiden 
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von Nitzschia zwei Triglyceride, und zwar von folgender Zusammen 
setzung 


y Stearinséiure Stearinsdéure 
Glycerin —— Olsaéure Glycerin — Linolsaure 
‘\. Linolsiure ’ Linolsiure 


vorkommen, in den Lipoiden von Scenedesmus nur eines von der Zu: 
sammensetzung 
/ Stearinséure 
Glycerin — Linolséure 
\ Linolenséure 

Diglyceride waren auch bei Nitzschia und Scenedesmus wie 
bei Chlorella im Athereluat enthalten. Anhaltspunkte fiir die An-- 
wesenheit priformierter freier Fettsaiuren ergaben sich auch. 
hier nicht. 

An itherischen Olen wurden bei Nitzschia aus 93.4mg Sub- 
stanz durch Wasserdampfdestillation 8.9mg = 9.5% abgetrennt, bei. 
Scenedesmus aus 221.8mg Substanz 4.5mg = 2.0%. Beide Ole waren 
sehr viskos und rochen senfodlartig. Die gleichen Reaktionen, die bei— 
dem iitherischen Ol aus Chlorella negativ verlaufen waren (siehe : 
Seite 628), waren auch hier negativ. 

Zur besseren Ubersicht sind die Analysenergebnisse der an den. 


Algenlipoiden durchgefiihrten Versuche in Tabelle IV anschaulich dar- » 
gestellt: 


Tabelle LV. Prozentwale Zusammensetzung der Lipoide. 


Gesamtlipoide in % der Trockensubstanz mag ft pan / eee es 

darin Farbstoffe le T4iSan) \ PONTE ner 38.99/, 
Phosphatide 0.9%, | 0.5 /, 0.79/, 
Kohlenwasserstoffe 
und Wachse 0.5 °/o 1.4% | 3.9°Jo 
Sterinester? 2.49), % | 1.6%, 0.3°/, 
Freie Sterine 0.3°/, 1D Oe Ata 3.6 /, 
Triglyceride (fennes 80.5 /, 50.6 °/, 
Freie FPettsiuren — | = ay ; 

96.9 /, 101.59/, 98.0/, 


Wie man aus dieser Darstellung besonders deutlich sieht, ist die 
Zusammensetzung der iitherléslichen Lipoidfraktion bei Chlorella und 
Niteschia sehr ibnlich, bei Scenedesmus ist die 'Triglyceridfraktion 


prozentual geringer und dafiir die Farbstoff-Fraktion — und auch 
die tibrigen Fraktionen — prozentual erhdht. Der Gehalt der ither- 


léslichen Lipoidfraktion an iitherischem Ol war bei Nitzschia mit 9.5 %o 
erheblich héher als bei den Griinalgen, was vielleicht fiir die Verwert- 
barkeit dieser Algenfette fiir die menschliche Ernihrung von Be- 
deutung sein kénnte. 
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Vergleicht man die Zusammensetzung der yon mir untersuchten 
Lipoidfraktionen autotropher Mikroorganismen mit der von Lipoiden 
heterotropher Mikroorganismen und hoherer Pflanzen, z.B. Samen- 
fetten, so findet man keine grundsiitzlichen Unterschiede. In den 
Fetten niederer wie héherer Pflanzen kommen Triglyceride vor mit 
einem sehr hohen Prozentsatz ungesittigter, vor allem auch mehr- 
fach ungesittigter Fettsiuren. Zum Vergleich seien in Tabelle V 
einige Kennzahlen und die prozentuale Beteiligung einiger Lipoid- 
bestandteile bei dem Chlorellaél, dem 61 der Nektarhefe und dem 
Mohnol nebeneinandergestellt: 


Tabelle V. Zusammensetzung einiger Lipoide. 


Chlorellaé! Ol der Nektarhefe Mohnél 
(RIPPEL-BALDES, 1947) (BOHMER) 
Verseifungszahl Mittel 190 OT, 189—194 
Jodzahl 93—168 | 70 | 131—143 
Rhodanzahi 64— 94 — 76— 79 
Phosphatide weniger als 1°/, _ | Spur 
Freie Sterine 0.3°/, - 0.2/4 
Sterinester 0.3 %/, | = 0.02 9/, 
Unverseifbares wenig. als 0.8/,*) 0.215 | 0.4—0.6°/, 


~-*) ohne Farbstoffe. 


Bei dem Ol der heterotrophen Nektarhefe sind erst wenige Daten 
bekannt, so daB ein befriedigender Vergleich dieses Oles mit den beiden 
anderen Olen noch nicht méglich ist. Insgesamt aber zeigt sich, dab 
die autotrophen und wahrscheinlich auch die heterotrophen Mikro- 
organismen die gleichen bzw. ihnlich zusammengesetzte Lipoide zu 
bilden vermégen wie hdhere Pflanzen, da meist nur in quantitativer 
Hinsicht individuelle Unterschiede bestehen. Nur eine Ausnahme ist 
mir nach Abschlu8 dieser Arbeit dank einer persénlichen Mitteilung 
von Herrn Dr. G.E. Focc vom Department of Botany vom University 
College London bekannt geworden: H.T.Crarxe und A. Mazur be- 
richten im Journal of Biological Chemistry 141, 283—289 (1941), dab 
sie in frisch gesammelten marinen Diatomeen einen hohen Gehalt aa 
freien Fettsiiuren (80%) neben 17°%o Estern fanden. Ob dieser un- 
gewohnlich hohe Gehalt an freien Fettsiuren sich auch in anderen 


marinen Mikroorganismen findet oder ob die Art der Aufarbeitung eine 


andere war, vermag ich im Augenblick nicht zu klaren. 

Eine weitere Analyse bzw. genauere Identifizierung der einzelnen 
Bestandteile der Lipoide autotropher Mikroorganismen ist sicherlich 
miglich, sobald gréBere Mengen von Ausgangsmaterial zur Verfiigung 
stehen. Dabei wiirde sich auch der prozentuale Fehler bei der Wigung 
der einzelnen Riickstiinde verkleinern. Immerhin zeigen bereits die in 


- dieser Arbeit mitgeteilten Versuche, daf mittels der Adsorptionsmethode 


632 Hans KaTuEN: : 
die Analyse eines Lipoidgemisches auch an wenig Ausgangsmaterial, 
méglich ist. 

Nachtrag bei der Korrektur. 

Aus der Carnegie Institution of Washington, Division of 
Plant Biology, Stanford, California, sind inzwischen Arbeiten 
erschienen, die sich gleichfalls mit der Zusammensetzung des in Chlorella-: 
Kulturen (Chlorella pyrenoidosa) gebildeten Fettes beschaftigen [H. A. SPoEHR:: 
Carnegie Institution of Washington Year Book No. 46, 94 (1947); H. W. MiL-, 
ver: Journ. of Biol. Chem. 176, 813 (1948); H.A.Spornr u. H. W. MILNER:, 
Flant Physiology 24, 120 (1949); H. A. Sporur, J.H.C.Sirx, H. H. Sram,’ 
H. W. Mizner u. G. J. Harviy: Fatty acid antibacterials from plants, Carnegie 
Institution of Washington Publication 586 (1949)]. Um die Gesamtlipoide 
moglichst vollstindig zu erfassen, wurden die getrockneten Algen (27.15 %o: 
Trockensubstanzgehalt), nach Vorbehandlung mit Wasser, mehrmals nach- 
einander abwechselnd mit Methylalkohol und Petrolither, zum Schlu8 mit 
Ather extrahiert. Nach Entfernung der organischen Lésungsmittel im Va- 
kuum aus den vereinigten Extrakten wurde der Riickstand mit Ather ex-- 
trahiert und der nach Entfernung des Athers verbleibende Riickstand im) 
Vakuum zur Konstanz getrocknet. Dieser Gesamtlipoidgehalt konnte durch) 
Variation der diuBeren Bedingungen bei der Kultur der Algen von 23 %o¢ 
bis auf 76°/o der getrockneten Algen gebracht werden. Davon waren 7 
bis 69°%o Neutralfett, der Rest Unverseifbares. Bei geringem Gesamtlipoid-- 
gehalt der Algen war der Anteil an Unverseifbarem und an wasserléslichen’ 
Verseifungsprodukten wesentlich gréBer als bei hohem Gesamtlipoidgehalet, . 
der Chlorophyligehalt z. B. sank von 6 °/o auf 0.03 /o. 

Eine Fraktionierung der Lipoide in der von mir durehgefiihrten Art er-- 
folgte nicht, vielmehr wurden die Gesamtlipoids (aus 50—1000 g getrockneter| 
Aigen) verseift und die lettsiuren iiber die Bleisalze und Methylester in: 
iiblicher Weise getrennt. 54—70°/o der gesamten Fettsiuren gehérten zu: 
den C,g Fettsiuren, der Rest zu den C,, Fettsiiuren, und die ungesiittigten 
Fettsiuren iibertrafen an Menge mit 883—88 °/o der gesamten Fettsiuren die’ 
gesittigten bei weitem. Die Jodzahlen schwankten in den einzelnen Ansiitzen: 
zwischen 125 und 163, lieBen auf die Anwesenheit von dreifach ungesittigten 
Fettsiuren schlieBen und waren bei geringem Gesamtlipoidgehalt der Algen 
am hdchsten. Das durchschnittliche Molekulargewicht blieb mit Sehwan- 
kungen zwischen 269 und 274 in allen Ansiitzen fast konstant. 

Diese Ergebnisse stimmen im wesentlichen mit meinen Ergebnissen 
iiberein. Da® sich in meinen Versuchen keine Anhaltspunkte fiir die 
Anwesenheit von C6 Fettsiiuren ergaben, kann darauf beruhen, da8 
ihre Menge zu gering war, als da® sie bei meinem indirekten Verfahren 
erfabt wurden, kann aber auch auf dem andersartigen Kulturverfahren 
der Algen oder einer anderen als der von mir verwandten Chlorella- 
Art oder auf dem andersartigen Extraktionsverfahren beruhen. 


Zusammenfassung. 


Die vorliegende Arbeit hat im wesentlichen folgendes ergeben: 


1. Auf Grund von Modellversuchen an verschiedenen Lipoiden ist 
eine Methode nach dem Prinzip des Adsorptionsverfahrens entwickelt 
worden, mit deren Hilfe geringe Mengen (1 g und weniger) eines 
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Lipoidgemisches in relativ kurzer Zeit analysiert werden kénnen. Die 
Brauchbarkeit der Methode ist an einem kiinstlich zusammengestellten 
Lipoidgemisch gezeigt worden. 

2. Mit dieser Methode wurden Lipoidgemische aus zwei Griinalgen 
(Chlorella und Scenedesmus) und einer Diatomee (Nitzschia palea), 
alle drei aus kiinstlicher Kultur, analysiert. 

_ 3. Die drei Algenfette bestanden zu 50—80°%o aus Triglyceriden, 
zu 14—39°%/o aus Pflanzenfarbstoffen (Chlorophylle und Carotinoide), 
zu 3—4°%o aus freien und gebundenen Sterinen, zu 0.5—0.9%o aus 
atherléslichen Phosphatiden und zu 0.5—4°/e aus Kohlenwasserstoffen 
bzw. Wachsen. Priaformierte freie Fettsiiuren waren nicht nachweisbar. 
Die Menge der durch Wasserdampfdestillation abgetrennten itherischen 


Ol betrug 1.5—9.5 %o, 


4. Die Triglyceridfraktion wurde durch die Bestimmung der Ver- 
seifungs-, Jod- und Rhodanzahlen niher analysiert und aus diesen 
Zahlen auf die Konstitution der am Triglyceridaufbau beteiligten Fett- 
siiuren geschlossen. 

5. Die Zusammensetzung der Algenlipoide ist &hnlich der der Fette 
in heterotrophen Mikroorganismen und in Samen hoéherer Pflanzen, wie 
aus einer Gegentiberstellung (Seite 631) ersichtlich wird. 


Herrn Professor Dr. R. Harper, der die Anregung zu dieser Arbeit gab, 
und Herrn Professor Dr. H. J. Deurickr, unter dessen Leitung sie ausgefiihrt 
wurde, danke ich herzlich fiir ihre Unterstiitzung. 
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(Aus den Botanischen Anstalten der Universitit Gottingen.) 


Entwicklungseeschichtliche und physiologische 
Untersuchungen an Laboratoriumskulturen 
der Rotalge Trailliella intricata Batters 


(Bonnemaisoniaceae).* 
Von 
Woutr Kocu. 
Mit 25 Textabbildungen. 


(Eingegangen am 16. Januar 1949). 


Die kleine auf Steinen oder epiphytisch auf anderen Algen lebende 
Rotalge Trailliella intricata ist zuerst 1896 von Barrers als nov. spec, 
von Standorten der englischen Sitidkiiste beschrieben worden. In den 
folgenden Jahrzehnten wurden zahlreiche neue Fundorte in Europa 
fu.a. Kyiin 1916, Perersen 1918, CHemin 1923, Rosenvince 1923/24), 
Amerika (Kyi 1925, Lewis u. Taytor 1928), Afrika (BoERGESEN 1930) 
und Japan (INacaxt 1935) bekannt. Trotzdem ist die systematische 
‘Stellung der Alge bis heute umstritten (vergl. u. a. RosenvincE 1923/24, 
Levrine 1937, J. u. G. FetpMann 1942). Es war deshalb zuniichst die 
Aufgabe der vorliegenden Arbeit, an Laboratoriumskulturen die unbe- 
Kannten entwicklungsgeschichtlichen Verhiltnisse von Tvrailliella intri- 
cata zu untersuchen und gleichzeitig mit den gewonnenen Ergebnissen 
die gegenteiligen Auffassungen von Kyi (1945) und Fetpmann (1946) 

| tiber den Generationswechsel einiger Bonnemaisoniaceen, zu denen Trail- 
liella intricata nach einer ,,Arbeitshypothese‘ von J. u. G. PErpMaNN 
(1942, 8.147) als Tetrasporophyt gehéren soll, zu klaren. Ferner wird 
: iiber gewisse physiologische Beobachtungen an den Kulturen berichtet. 


I. Experimenteller Teil. 


| A. Material und Kulturmethode. 
: Kinzelne wenig verzweigte Faden von Trailliella intricata wurden 1944 
aus Helgoliinder Meeresplankton isoliert und in Kultur genommen. Sie 
~wuchsen (s. a. CuEmin 1928 a) verhiiltnismaibig leicht zu neuen Algenbiischeln 
aus, von denen immer wieder neue Tochterkulturen durch Abtrennen 
-einzelner Fiiden isoliert werden konnten. 5 

Nach ausgedehnten Vorversuchen mit verschiedensten Nahrlésungen 
erwies sich schlieBlich Helgolinder Hochseewasser (Salzgehalt 3,3°/o) 
mit Zusatz einer Eisenzitrat-Schreibersalzlésung (55 ccm auf 1000 ccm - 


Seewasser, vergl. Kysin 1943) als bestes Kulturmedium. 


* Teilergebnisse einer Dissertation der Math.-Naturw. Fakultit in 
Gottingen 1949. 
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Das stindig im Keller aufbewahrte Seewasser wurde vor Gebrauel 
filtriert (Faltenfilter Nr. 588, Schleicher u. Schiill) und im Dampftopt 
sterilisiert. Die Schreibersalzlésung (0,1 g NaNO, und 0,02 g¢ Na,HPO, aut 
50 ccm aqua dest.) und die 0,1%oige Eisenzitratlosung wurden fiir sich heri 
vestellt, sterilisiert und getrennt aufgehoben; erst unmittelbar vor dem Ger 
brauch wurden die drei Lésungen gemischt (auf 1000 cem Seewasser 50 cent 
Schreibersalzlésung und 5cem Eisenzitratlésung). Dabei empfiehit es sich! 
die Eisenzitratstammlésung hiufig zu erneuern, da sie leicht hydrolysier 
(vgl. Suneson 1942, 8.5) und damit unwirksam wird. 

Als KulturgefiBe dienten zumeist Petri- und Esmarchschalen s0¢ 
wie Standzylinder verschiedener GréBe aus gewéhnlichem Glas. Zum Uber: 
tragen des Algenmaterials von einer Kultur in die andere wurden feine Glas: 
nadeln oder auch diinn ausgezogene Glaspipetten und zum Abtrenner 
einzelner Fiiden des Algenbfischels scharfkantige Glasstiibchen verwendet? 
KulturgefiiBe und Glasinstrumente wurden vor jeder Benutzung in destili 
liertem Wasser ausgekocht und anschlieBend sterilisiert. 

Der Arbeitsraum lag mit seinen Fensterseiten nach Nordosten una 
Nordwesten. Die Kulturen standen dort bei Zimmertemperatur bis zu 
1m von den Fenstern entfernt. Das wiihrend der Sommermonatd 
morgens und abends einfallende Sonnenlicht wurde durch Pergamenti 
schirme abgeblendet. 

Die Temperatur- (Max.-Min. Thermometer) und Lichtverhiiltnisse (Selens 
photozelle S60 von Dr. B. Lange, Berlin, mit angeschlossenem Ampéremeter® 
wurden tiiglich kontrolliert 

Die Untersuchungen un 
ter konstanten Licht 
verhaltnissen wurder 
in einem Dunkelzimmer be 
kiinstlichem Licht in eine¢ 
Kiihlapparatur ausgefiihrt 

Hierzu wurde ein dure 
flieBendes Wasser auf an 
nihernd 16,0° C gehaltene 
Metallkasten benutzt, desse\ 
Deckel aus einer Kiihlwanns 
mit Glasboden  (flieBende 
Leitungswasser!) bestana 


Abb. 1. Apparatur (B) fiir Wachstumsversuche bei ver- lber der eine Gliihbirne aut 


schiedener Temperatur. TI—III Temperaturkasten mit ophine i “ 
Wasserktihlung W, T IV Temperaturkasten mit elektrischer gehingt war.” Dic. Sumy 


Heizung, L Beleuchtung, K Ktihlgefif, W Wasserktihlung, gefabe mit den Algen stande: 
T Thermometer, Wst Widerstand der Heizungsanlage. innerhalb des nach allen Se: 


ea; ten lichtdicht abgeschlosse 
nen Kastens auf Glasplatten in gestaffelter Entfernung von der Lichtquel!! 
(Apparatur A), 

Fiir Kulturversuche innerhalb verschiedener Tem peraturbet 
reiche wurden Zinkblechkiisten (TI--IV in Abb. 1) benutzt, die wy 
cine zentrale Lichtquelle [Gliihlampe in einem Glaszylinder (K) nv 
flieBendem Leitungswasser] standen (Apparatur B). 

Die zur Lichtquelle gerichtete Seite der Kiisten war durechbrochen un) 
mit einer Glasplatte verschlossen. Ein Deckel mit eingebautem Thermé 


A f 


a | 
Cm 
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meter (T) verschlob jeden Kasten lichtdicht nach oben. Durch alle Kiisten 
lief ein stindiger Wasserstrom (W), dessen :Geschwindigkeit reguliert 
werden konnte und _ so 
das Einstellen bestimmter 
Temperaturen, deren Ge- 
nauigkeit zwischen + 1,0° 
-C schwankte, innerhalb 
der einzelnen Kasten er- 
m6glichte. Fiir die Tem- 
peraturen iiber Raum- 
/temperatur wurde ein Ka- 
Bren (TV). von — der 
Wasserkiihlung abgeschal- 
tet, mit destilliertem Was- 
ser gefiillt und mitteis 
einer sog. ,,Aquariums- 
heizung (Kochsalzlésung 
als Fliissigkeitswider- 
stand) erwdrmt. 

Die Versuchsalgen 
kamen innerhalb dieser 
Kasten in 18 em hohe 
und 4cm weite, zylin- 
drische Glasgefiabe, VOM Abb 2. _,Hiéngekultur* von Bonnemaisonia hamifera (links) 
‘denen je 4 in jeden und railliella intricata Ventas) Phot. 10. 7. 1948. Mafistab 
Kasten standen. Dabei 
hingen die griéferen Objekte an einem Glashaken oder Seiden- 
faden von oben in die Nahrlésung hinein. Wenigzellige Thallusfaiden 
wurden dagegen zuniichst auf einem Objekttriger befestigt und dieser 
dann senkrecht in die Lésung gehingt. Dazu wurden die Algen- 
fiiden in einem Tropfen Nihrlésung auf den Objekttriiger gebracht und 
unter dem Binocular an einem Seidenfaden von 20 Durchmesser in 
folgender Weise aufgehiingt: der mit einer offenen Schlaufe versehene 
Faden wurde auf den Objekttriger gelegt, so dafi beide Enden iiber- 
hingen, das Objekt mit einer Glasnadel durch die Schlaufe veschoben, 
‘diese dann von den Fadenenden aus zugezogen, und der Faden selbst 
‘mit zwei kleinen Paraffintropfen am oberen und unteren Kinde des 
‘Objekttriigers befestigt. Nach Abschneiden der restlichen Fadenenden 
‘kam der Objekttriiger dann in ein Kulturgefa® und zwar so, dafs seine 
‘Fliche mit der Alge zum Licht gewendet. war. Dieses Aufhingen der 
Algen in der Nahrlésung (sog. »Hingekulturen“, vergl. Abb. 2) erwies 
sich auch bei Tageslichtkulturen am geeignetsten. 


B. Der Tetrasporophyt Trailliella intricata Batters, 
1. Anatomie. 
Die in der Nihrlésung kultivierten 7'raillieliatiden wuchsen unter 


-optimalen Licht- und Temperaturbedingungen in einigen Monaten zu 
42% 
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zentimetergroBen Algenbiischeln heran (Abb. 2 rechts). Dabei erreichte? 
die Stammkultur (in einer Glasschale von 15 em Durchmesser und 7 em) 
Hohe mit ca. 400 cem Nihrlésung) nach eineinhalb Jahren einen Durch-- 
messer von tiber 10 em (Abb. 3), obwohl mehrfach Material zur Anzucht 
neuer Kulturen aus ihr entnommen wurde. 
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Abb. 3. Pratliella intricata. Stammkultur nach 1, Jahren. Abb. 4. Trailliellafaden 
Phot. 10.7. 1948. MafSstab in em. mit Scheitelzelle und 


Blasenzellen (> 380). 


; Der anatomische Aufbau von Trailliella intricata ist zum ersten Mal von 
3ATTERS (1896) ausfiihrlich beschrieben worden. Weitere Einzelheiten haben 
u.a. Kyzin (1915), Rosenvince (1923/24), Scuussnie (1927), BorrGEsen (1930) 
und Taytor (1937) gebracht. 

Die eigene n Beobachtungen an dem im Laboratorium kultivierten 
Algenmaterial stimmen mit den Darstellungen in der Literatur im 
wesentlichen tiberein (monosiphone Fiden mit Scheitelzellenwachstum 
Ausbildung der charakteristischen Jod- oder Blasenzellen, Abb. 4), 
Wihrend der Untersuchungen zeigte sich jedoch, daf die Zellgrébe, die 
Art der Verzweigung sowie die Ausbildung von Haftorganen weitest- 
gehend von Aubenbedingungen abhiingig sind. Neben der Abhingig- 
keit der Anzahl der Verzweigungen von der Lichtintensitit (S. 648) 
bedingten vor allem die Niihrlésungen je nach ihrer Zusammensetzung 
verschiedene Wuchsformen der Algenbiischel. Ein weiterer formativer 
influB machte sich bei der Bildung der Haftorgane geltend. Diese ent- 
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stehen (vgl. a. SAUVAGEAU 1925) dadurch, daB die Scheitelzelle irzend- 
eines, zumeist kriechenden Algenfadens sich durch Kontaktreiz ant der 
Unterlage in ein System kleinzelliger, farbloser Verzweigungen umzu- 
wandeln beginnt (Abb.5). Zu solcher Kontaktreizreaktion sind, soweit 
experimentell nachgewiesen werden konnte, siimtliche Scheitelzellen 
eines 7'railliellabiischels befihigt. In Verbindung mit der Ausbildung 


5. Haftorgan eines Abb. 6. Beginnende_Ver- Abb. 7. Auswachsen vom Substrat abgeléster 
iellafadens (X 250). zweigung eines Trailliella- Rhidzoidzellen zu neuen Trailliellafaden 
fadens in der Nahe einer (%< 150). 

durch Kontaktreiz umgewan- 

delten Scheitelzelle (< 300). 


der Haftorgane steht eine gesteigerte Tendenz zur Anlage neuer Ver- 
-zweigungen in der Nahe der umgewandelten Scheitelzellen (Abb. 6), die 
naturgemi® bei Kontaktreiz neue Anheftungsstellen und dadurch eine 
zusitzliche Befestigung des Algenfadens bedingen. Daneben konnte 
‘beobachtet werden, da® selbst die Oberfliiche der Nahrlésung auf die 
Scheitelzellen aufrecht wachsender Traillieliafiden einen Kontaktreiz 
‘ausiiben konnte. Zwar unterblieb die Anlage eines typischen Haft- 
organs, jedoch zeigte sich auch hier die vermehrte Ausbildung von Ver- 
zweigungen in der Nihe der Beriihrungsstelle. Da auBerdem die bereits 
am Substrat festgewachsenen Haftorgane nach Ablésung von ihrer 
Unterlage erneut weiterwachsen kénnen (Abb. 7), war der Habitus der 
Trailliellabiischel in den Kulturen je nach den AuSenbedingungen sehr 
unterschiedlich, und es kamen alle Ubergiinge vom aufgelockerten, 
wenig verzweigten Algenbiischel (Abb. 8) bis zum  verworrenen 


640 Wutr Koeu: 


dichten Algenrasen vor (Abb. 9). Eine Feststellung von Inacakr (1935, , 
S. 43) und Abbildungen von Rosenvince (1923/24, S. 306) lassen ver-- 


mia 


4 (PX) X 


4 


Abb. 8. Langfidiges Algenbtischel von Abb. 9. Stark verzweigter Algenrasen 
Trailliella (X 6). von Trailliella (X 6). 


muten, da8 auch am natiirlichen Standort die Gestaltung des Thalluss 
durch AuBenfaktoren bestimmt wird. 


2. Die Ausbildung der 
Tetrasporangien. 


Ende November 1946) 
zeigten sich in den) 
»Hiingekulturen“, die» 
seit dem Sommer am) 

Nordostfenster des 
Arbeitsraumes standen, , 
die typischen Stadien: 
einer ‘Tetrasporangien-- 
entwicklung. Diese Be- - 
obachtungen waren von) 
besonderem  Interesse, , 
denn nach = den vor-- 
liegenden  Literaturan- - 
gaben sind Tetraspor-- 
angien von Trailliella: 
intricata nur selten und! 
in den Verbreitungsge-- 


; eebieten v apa 
Abb. 10. Tetrasporangienausbildung an einem Trailliella- = b oy Japan 


faden. a vor b nach Abgliederung der Tetrasporenmutter- (INaGAK1 1935, Secawa\ 
zelle (% 320), ¢ reifes Tetrasporangium. Nach fixiertem Ma- 


terial (< 500). 1936) und Nordamerika} 
ra é (Kytmn 1925, Tayror: 
1937) bis heute iiberhaupt nicht gefunden worden. Nihere Beschrei- 
bungen lieven nur von wenigen Standorten in den europiischen Ge- 


wassern vor (Abb. bei Barrers 1900, Kyzin 1922, RosEnvince 1923). 
Newton 1931). 
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Kinzelne Zellen der Endfiiden des nach allen Seiten hin gewachsenen 
Algenbiischels schwollen zuniichst ein wenig an; stellenweise war be- 
reits durch eine Liingswand die Abtrennung des spiiteren Sporangiums 
von der Fadensegmentzelle erfoigt (Abb. 
10.a,b). Das reife Sporangium mit seinen | 
Tetrasporen (Abb. 10c¢, 11) war zuletzt 
stark angeschwollen und dunkelrot ge- 
fairbt (Durchmesser 50—70 yw); es 6ffnete 
sich in entgegengesetzter Richtung der | 

sterilen Segmentzelle mittels eines 
schmalen Spaltes in der Membran, durch 
welchen die Tetrasporen entleert wurden 
(Abb. 12a,b).- Die Anlage der Tetra. | 


te 


msporangien erfolgte meistens von der Abb. 11. Reife Tetrasporangien in 


; einer Jruilliella-Laboratoriumskultur 
2.—4. Segmentzelle unterhalb der Scheitel- Phot. Jan. 1948. 


zelle des Fadens an. Oft standen hier 


2—6 Sporangien hintereinander, die jedoch — soweit beohachtet werden 
konnte — immer in ihrer Entwicklung verschieden weit fortgeschritten 


2 
ST 


C 


i i iLLi ‘rei Tetra- 
Deals Reifes Tetrasporangium von Trailliella, b desgl., Freiwerden der ; 
ee c resets mit ahs pg Innern des Sporangiums ‘ausgekeimten Tetraspore ; 
‘ ; fixiert (>< 500). 
Von den in groBer Anzahl gebildeten Tetrasporangien starben viele 
in der Kultur noch vor der Entleerung ihrer Tetrasporen ab. Schon die 


642 Wutr Kocu: 


Erneuerung der Nihriésung oder eine geringe Standortsveranderung des | 
KulturgefiiBes konnte jede Weiterentwicklung der Sporangien hemmen | 
(hiufig wurden dabei Abweichungen vom Normaltypus beobachtet) und 
diese schlieBlich zum Absterben bringen. Es ist nicht bekannt, ob diese | 
iiberaus groBe Empfindlichkeit der sich entwickelnden Tetrasporangien . 
auch am natiirlichen Standort vorliegt und so méglicherweise mit den nur ° 
seltenen Funden von fruktifizierenden 7'’railliellapflanzen im Zusammen- 
hang steht. 


3. Die Weiterentwicklung der Tetrasporen. 


Alle Versuche, die Entwicklung eines einzigen Sporangiums 
zu verfolgen, scheiterten an der tiberaus groBen Empfindlichkeit des 
d c reifen Tetrasporangiums ge- 
gentiber Anderungen der Um- 
weltbedingungen. Zwar gelang 
es, wenigzellige  7'railliella- 
fiden, an denen Tetrasporan- 
gien saBen, zu isolieren und 
weiterzukultivieren, jedoch 

konnte an ihnen niemals die 
Entleerung der Sporangien be- 
obachtet werden, obgleich die 
AuBenbedingungen, wie Licht- 
intensitit, Temperatur und Zu- 
sammensetzung der Nahrlésung 
in vielfacher Weise  variiert 
wurden. In den meisten Fallen 
wuchsen solche Algenfaden gut 
weiter, bildeten Verzweigungen 
aus, und nach mehreren Wochen 
lag das zu untersuchende Tetra- 
Abb, 18. a—g Bntwieklungsst dien keimender Tetra sporangium inmitten eines klei-_ 
band an der Spitze des Keintings ( 200), ee ae Algenbiischels, manchmal 
por abgestorben, hiufig aber noch 
vollig intakt, ohne daf es zu einem Aufreigen der Sporangienmembran 
gekommen war. Dennoch gelang es, Keimlinge aus den Tetrasporen 
zu erhalten und ihre bisher noch unbekannte Entwicklung zu verfolgen, 
da ndmlich ein Teil der Tetrasporen aus den aufgehingten Algen- 
biischeln auf den Boden des KulturgefiiBes fiel und nun auf den zu 
diesem Zweck dort ausgelegten Deckglisern auszukeimen begann. Die 
Deckgliiser wurden dann herausgenommen, und es konnten jetzt die 


‘ sic ¢ : 
einzelnen Phasen der Weiterentwicklung der Tetrasporen beobachtet 
werden. 


Zuniichst bildete sich eine papillenartige, mit nur wenigen Chromato- 
phoren versehene Ausstiilpung (Abb. 13a), die dann als spiiteres Rhizoid 
durch eine transversale Wand abgeschieden wurde. Wiihrend sich nun 
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das Rhizoid verlangerte und neue Zellen sowie zumeist auch einige Ver- 
zweigungen bildete, entstanden am apikalen Pol der noch immer dunkel- 
rot gefairbten Tetraspore durch transversale Wénde nacheinander 
mehrere Zellen (Abb. 13b, c), von denen die an der Spitze gelegene zur 
Scheitelzelle wird. Schon nach dem 3. bis 4. Teilungsschritt am apikalen 
Pol begannen die zuerst gebildeten Segmentzellen seitlich an ihrem 
oberen Ende neue Zellen abzuteilen (Abb. 13 d). Im Laufe weiterer Ent- 
wicklung entstand dann ein vielzelliger, mehr oder weniger abgeflachter 
Thallus, der sein Lingenwachstum mittels der Scheitelzelle fortsetzte, 
unter gleichzeitiger Ausbildung weiterer Zellen zweiter, dritter und 
héherer Ordnung von den Segmentzellen aus (Abb. 13e, f). Nach meh- 
reren Wochen hatte der Keimling eine durchschnittliche Linge von 
300 w erreicht. Der zuniichst noch véllig undifferenzierte Thallus ge- 
stattete in diesem Zeitpunkt nur die Feststellung, da sich im Gegen- 
satz zu dem monosiphonen Algenfaden von Trailliella intricata ein villig 
anders gestalteter Organismus entwickelte. 


Der nichste Entwicklungsschritt zeigte dann am jungen Keimling 
das Auftreten von Seitenverzweigungen, deren Anlage an den Segment- 


Bl 
_ Abb. 14. Sprofspitze eines jungen Keimlings Abb. 15. Spitze eines jungen 
mit beginnender allseitiger Verzweigung Kurztriebes mit Blasenzetie 
: (X< (Bl). (< 600). 


| 
zellen dicht unterhalb der Scheitelzelle erfolgte (Abb. 13g), jedoch in 
den meisten Fiillen infolge der dichten Berindung der jungen Pflanzen 
nur schlecht zu erkennen war. Durch uhrglasf6rmige, nicht senkrecht 
zur SproBachse stehende Querwiinde, die successive nach verschiedenen 
Richtungen geneigt waren, teilte die Scheitelzelle annihernd dreieckige 
Segmentzellen ab. An diesen entstand jeweils an der héheren Seite 
durch Abgrenzung einer weiteren Zelle eine Astanlage, deren Weiter- 
wachstum ebenfalls durch eine Scheitelzelle erfolgte (Abb. 14). Die 
Stellung der so angelegten Verzweigungen — es handelt sich hier um 
Kurztriebe erfolgte also spiralig um die SproBachse. Hine bestimmte 
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Divergenz war nur schwer zu erkennen, sie liegt jedoch hoher als Yd 
(Abb. 16). Spiitestens nach Erreichen des 4—5-Zellenstadiums eines new 
angelegten Kurztriebes begannen dessen zuerst gebildete Segmentzellen 
durch Liingswiinde in Richtung der Verzweigungsachse Perizentrall 
zellen abzugliedern (Abb. 15). Die dlteste dieser Zellen teilte dann 
hiufig an ihrem oberen Ende eine kleinere Zelle ab, die sich zu einer 
Blasenzelle (Bl) unwandeln konnte, wie sie auch am Tetrasporophytem 
auftrat. Nach Ausbildung der Perizentralzellen erfolgte dann von diesent 
aus die Berindung des sich weiter entwickelnden Kurztriebes. Wie zum 
Sehutz legten sich die jungen Kurztriebe anfangs sichelférmig um dic 
SproBspitze; erst im Verlauf der weiteren Entwicklung streckten sie 
sich mehr nach auBen. Nur in seltenen Fiillen entstanden auch Lang+ 
triebe am Hauptsprob. 

Die in dieser Weise aus den Tetrasporen heranwachsenden Pflanzen ent 
wickelten sich nur langsam weiter und hatten nach drei bis vier Monatem 
erst eine Linge von wenigen Millimetern erreicht. Nach 8—9 Monaten warem 
im ersten Versuchsjahr jedoch mehrere Pflanzen iiber 2em grof geworden) 
ihre anatomische Differenzierung und habituelle Entwicklung war nun Ss0» 
weit fortgeschritten, daB die sich entwickelnden Pflanzen endgiiltig als 
Bonnemaisonia hamifera Hariot! identifiziert werden konnten. Diese Festt 
stellung erhirtete sich, als auch im 2. und 3. Versuchsjahr (Ende Dezember 
1947 und 1948) abermals Tetrasporen in den Kulturen gebildet wurden unc 
die aus ihnen entstehenden Keimlinge sich in gleicher Weise entwickelten. 


C. Der Gametophyt Bonnemaisonia hamifera Hariot. 
1. Anatomie. 


Die Identifizierung der aus den Tetrasporen von Trailliella intricata siel 
entwickelnden Bonnemaisonia hamifera war durch die Beschreibungen und 
Abbildungen von Harior (1891), Burraam (1896), OkamuRA (1921), Ky¥Lny 
(1928), Cuemin (1929) und Hamer (1930/31) méglich. AuBerdem stand Herbar1 
material von Bonnemaisoniaceen von den Botanischen Instituten Gittinger 
und Kiel, von Herrn Prof. Kytty in Lund und vom Britischen Museum im 
london zur Verfiigung*. Bonnemaisonia hamifera war allerdings nur in den’ 
Kieler Materiai, das von Hotmes und George an der Siidkiiste Englands ges 
sammelt worden war, enthalten. : 

Im Gegensatz zu dem einfachen anatomischen Bau der monosiphonen! 
Trailliclla besteht Bonnemaisonia hamifera aus einem reich verzweigter 
(Lang- und Kurztriebe stehen am HauptsproB in */s Stellung) und stark be- 
berindeten Thallus, der am -natiirlichen Standort eine Héhe von 6—20 em er- 
reichen kann. Auffallend sind bei dieser Rotalge die charakteristischen- 
hakenférmig umgewandelten Kurztriebe, die wahrscheinlich der vegetativen 


1 ‘Dies YO Aran ] + . 7 
Diese Alge erscheint in der Literatur auch unter dem Namen Aspara 
gopsis hamifera (Hariot) Okamura, wird aber zuletzt von J. u. G. FELDMANY 


{ 942) W ieder mit ihrer ursp « / 
Har 1o0t bezeic hnet. 


2 , Ste ] ] 
Allen Stellen, die die Untersuchungen durch Verleihung von Herbar- 
material unterstiitzten, sei auch an dieser Stelle bestens gedankt 
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Vermehrung die a. CHE ie di i 

i. see eponen (u. a. CHEMIN 1929), sowie die bereits bei Trailliella er- 
A unten Blasenzellen, die hier zwischen den Rindenzellen hiufig tiber den 
ganzen Thallus verstreut liegen. Die rundlichen Cystocarpien (Bonnemai- 


Gel hamifera ist didzisch) kénnen — anscheinend bei Ausbleiben der Be- 
a eget aoe 5 : Zens 
ichtung bis zu 2mm groB werden (sterile Pseudocystocarpien, vergl. 


Burruam 1896, Kyzin 1928). Angeblich sollen nach Sercnett und GARDNER 
(1903) auch Tetrasporangien yorkommen, jedoch sind weder bei diesen Au- 
toren noch in der gesamten iibrigen Literatur hieriiber niihere Beschrei- 
bungen oder Angaben zu finden. a 


2. Entwicklung der im Laboratorium kultivierten Pflanzen. 


Die Aufzucht und Dauerkultur von Bonnemaisonia hamifera unter 
Laboratoriumsbedingungen gestaltete sich wesentlich schwieriger ais 
die von Trailliella intricata. Dennoch gelang es, einen Teil der am Nord- 
ostfenster und im Dunkel- 
zimmer unter konstanten 
Licht- und Temperatur- 
bedingungen (Apparatur 
B, Temperatur 15,09+ 
1,09 ©,  Lichtintensitat 
1200 MK) bei tagiich 
14stiindiger Betichtungs 
dauer stehenden Pflanzen 
bis zur Bildung von weib- 
lichen Geschlechtsorga- 
nen zu kultivieren. An 
den 7—8 Monate alten, 
bis zu mehreren Zenti- 
metern grofen Pflanzen 
pildeten sich an den 
Langtrieben in unregel- 
miBigen Abstiinden ein- 
zelne 1—2 mm _ grobie, 
kurzgestielte Cysto- 
carpien aus (Abb. 16), 
in denen niemals Karpo- 
sporen gefunden wurden 

(Pseudocystocarpien). 
Anthe ridien konnten Abb. 16. Langtrieb mit Pseudocystocarpien von Bae 
bis heute an keiner Pflanze maisonia hamifera, Phot. August 1947. 
beobachtet werden. 

Wiihrend die in den Laboratoriumskulturen aufwachsenden jiingeren 
Pflanzen mit der Spiralstellung ihrer Kurztriebe (Abb. 17), der dichten 
Berindung sowie Ausbildung von Blasenzellen (Abb. 18) dem oben ge- 
schilderten Habitus der am natiirlichen Standort vorkommenden Bomie- 
eitestzehend entsprachen, veriinderten sich die alter 
1 in ihrem anatomischen Aufbau in- 


maisonia hamiferaw 
werdenden Exemplare oft erheblicl 
folge z.T. noch unkontrollierbarer AuSenbedingungen. 
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Im Gegensatz zu den Vergleichspflanzen des Herbariums zeigten sie S| 
stauchten, wesentlich gedrungeneren Wuchs mit stark berindeten Kurz- a 
Langtrieben, wobei sich jedoch trotz oft bizarrer Form immer wieder der 


; spirali Anordnune der Verzweigung erkennen lieS. Im 
pintacine mcs kot Wachstum gehemmte Sprosse, 


die besonders im Sommer beii 
Raumtemperaturen tiber 
20,0°C entstanden, bildeten 
hiufig im Herbst oder im 
darauffolgenden — Friihjahr 
wieder neue Lang- und Kurz- 
triebe aus, die sich zunachst 
vollig normal entwickeiten, 
spiiter aber oft gleichfalls das; 
gestauchte Wachstum zeigten. - 
Auf diese Art entwickeitent 
sich nach lingerer Zeit un-- 
regelmibig verzweigte, iiber? 
zentimetergroBe Algen- 
biischel (Abb. 2), die zwar? 
der fiedrigen Wuchsform der > 
am natiirlichen Standort vor- - 
3 r kommenden Pflanzen kaum! 
Abb. 17. Sprof- Abb. 18. Alterer Kurztrieb mehr entsprachen, jedoch in. 


spitze einer jun- von Bonnemaisonia hamifera A 
gen Bonnemai- mit Blasenzellen (Bl). jeder Neuanlage von Lang- ; 
Maia ear ( 400). und Kurztrieben und in ihren | 


anatomischen Hauptmerk-. 
malen den urspriinglichen Aufbau erkennen lieben. Die unvoilstindige Aus- 
differenzierung alterer Pflanzen bedingte sehr wahrscheinlich auch das Aus- 
bleiben einer typischen Hakenbildung; auch die von Burruam (1896) und 
Cuemin (1929) beschriebenen bis zu 20 langen, dornartig gekriimmten 
Lat an der Spitze der Kurztriebe konnten nur in seltenen Fallen gefunden 
werden. 


Bonnemaisonia hamifera zeigte, wie Trailliella intricata, starkes 
Regenera ti onsvermégen einzelner Thallusteile. Junge Lang- 
triebe, die in den Kulturen als Verzweigungen an den stark verdickten 
Sprossen ilterer Pflanzen entstanden waren, wurden dicht oberhalb des 
Muttersprosses abgetrennt und in neue Kulturgefiibe iibertragen. In- 
folge Kontaktreizes mit dem Boden der Kultursehale bildeten die an- 
scheinend in dieser Beziehung sehr empfindlichen Schnittstellen sehr 
bald Rhizoide aus, welche die abgeschnittenen Langtriebe auf der Unter- 
lage befestigten, so da® bei ihrer Weiterentwicklung neue Pflanzen ent- 
standen. Auf diese Weise gelang es, neben neuen Aufzuchten aus den 


Tetrasporen, das sehr empfindliche Gametophytenmaterial vegetativ 
immer wieder zu ergiinzen. 


Auch an den verdickten Sprossen der dlteren Pflanzen entstanden, z. T. 
durch enge Beriihrung mit dem Boden des KulturgefiBes oder mit dem als 
Aufhingevorrichtung dienenden Glashaken einzelne. oder in Biischeln 
stehende rhizoidartige Hyphen, die teils zur Befestigung des Algensprosses 


ain Substrat dienten, teils als freie Hyphenenden sich bis zu 1/s0 mm Linge 
entwickelten. 
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Ahnliche Vorginge sind auch schon von Curmin (1929) an Bonnemai- 
sonia hamifera und von Svepetius (1933) und Borrcesen (1919) an Aspara- 
gopsis armata bzw. taziformis beschrieben worden. 

Solche verzweigten oder unverzweigten Hyphen bestanden zumeist aus 
ungleich groBen Zellen, die nur wenige Chromatophoren ‘enthielten. Blasen- 
zellen wurden an ihnen bis heute nicht gefunden. Wo Rhizoidbyphen zur 
Befestigung abgetrennter SproBteile am Boden des Kulturgefi®es entstanden 
waren, entwickelten sich einige der freien, nicht mit dem Substrat verbun- 
denen Hyphenenden unter Umstinden zu neuen Gametophyten heran, Ihre 
Endzellen oder auch mitten im Thallus gelegene Zellen teilten sich an- 
scheinend unvermittelt durch schriig gestellte Winde weiter (Abb. 19 a—d) 
und lieben mehr oder weniger differenzierte Thalli entstehen, die bei 


Abb. 19. Umbildung einzelner Rhizoidhyphen zu Gametophytenanlagen a (X 220), b (* 800 
c fix. (X 800), d fix. (>650). 


| weiterer Entwicklung alle Ubergiinge bis zur normalen Ausbildung eines 
-jungen Gametophyten zeigten. 

Abgetrennte und isolierte Hyphenenden waren wider Erwarten 
lebensfihig. Ihr Weiterwachstum erfolgte zwar nur sehr langsam, 
-dennoch entstanden nach 1'/2 Jahren bis zu 5mm grofe, polsterartig 
dem Boden des KulturgefiiBes fest angeheftete Biischel. Erst von diesem 
Zeitpunkt an bildeten sich an einigen wenigen Stellen solcher Biischel 
undifferenzierte Gewebepartien, die anscheinend die anomale Anlage 
eines neuen Gametophyten darstellten. Die ursichlichen Zusammen- 
hiinge dieser Erscheinungen sind noch recht undurchsichtig. Man konnte 
yermuten, da® irgend ein jeweils verschieden starker formativer EinfluB 
yon der Mutterpflanze ausgeht, der anscheinend erst nach Anheftung 
des gesamten Komplexes MuttersproB/Rhizoidhyphen am Substrat zur 


Wirkung kommt. 
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Ob bei Bonnemaisonia asparagoides die Umwandlung der Hyphen aus-- 
wachsender Karposporen zu neuen Gametophyten auf ahnliche Vorgange> 
zuriickzufiihren ist, bleibt noch niher zu untersuchen, um mdglicherweise + 
so die andersartige Sporenkeimung dieser Bonnemaisoniacee (Kyity 1945, , 
FELpMANN 1946) zu erklaren. 


D. Physiologische Beobachtungen. 
1. Trailliella intricata. 


In den Tageslichtkulturen, die wiihrend des ganzen Jahres aut’ 
Tischen vor dem Nordwest- und Nordostfenster standen und den jahres- 
zeitlichen Schwankungen von Licht und Temperatur des Arbeitsraumes ; 
unterworfen waren, zeigten sowohl die alten Stammkulturen wie frisch | 
isolierte junge Faden von Trailliella intricata bis auf die Wintermonate | 
nahezu konstantes Wachstum. Der geringste Zuwachs war in allen 
Versuchsjahren vom November bis Februar, dessen Ursache wohl haupt- 
siichlich die geringe winterliche Lichtintensitaét und Tageslainge sein 
ciirfte. 

a) Die vegetative Vermehrung von Trailliella intricata ° 
war erstaunlich stark. Frisch abgetrennte wenigzellige Fadenenden 
wuchsen unter Tageslichtbedingungen in 8—12 Wochen bis zu 0,5 cm 
eroBen Algenbiischeln heran. Sogar einzelIne Fadensegmentzellen konnten 
zu neuen Pflanzen auswachsen. Die graphische Darstellung in Abb. 20 - 
zeigt den Zuwachs aus einer iso-- 


10) E 2 5 

lierten Fadensegmentzelle (in eimem ! 
6 Hohlschliffobjekttriiger), aus der’ 
5 bereits nach 10 Tagen ein neun-- 


zelliger Algenfaden entstanden wat. . 


Wachstum in Anzahl der Zellen 


4 e : : 
Nach zwei Monaten war dieser, nach | 
2 Ubertragung in ein gréferes Kultur-- 
0 gvefaiB, zu einem etwa 3mm grofen 
154 1B 4 2h. 256 Uae ees 
y Algenbiischel herangewachsen. 
Abb. 20. Zuwachs einer einzelnen isolierten r , - ; 
Fadensegmentzelle von 7'railliella im Tages- b) Zur Untersue Nuns der Ah 


licht bei 17 + 20°C. Versuch No. 204 vom 


eda sni a taay hingigkeit des Wachstums von ver- 


schiedenen Lichtinteusititen 
wurden mehrfach 10—15-zellige unverzweigte Fadenenden in mit je, 
10 com Nihrlésung gefiillte Esmarchschalen gebracht. Sie wurden unter 
der gekiihlten elektrischen Lampe (Apparatur A) so aufgestellt, daB die 
Schalen 1500 bzw. 500 baw. 80MK. erhielten. Die tiigliche Belichtung 
dauerte 14 Stunden, die Temperatur wurde auf 15°C gehalten. Mit steigen- 
der Lichtintensitaét nahm das Wachstum unter gleichzeitiger Zunahme der 
Anzahl der Verzweigungen zu (Abb. 21). Zum Vergleich wurden 
keimende Zygoten einer Helgoliinder Starklicht-Enleromor pha mit 
Trailliella intricata in einen gemeinsamen Versuch gebracht, dessem 
Ergebnis aus Abb. 22 ersichtlich ist. Wihrend Trailliella sich nock 
bei 50 MK, wenn auch langsam, entwickelte, und bei 300 MK nach 
12 Tagen (absolut gewertet) bereits durchschnittlich 100 neue Zellem 
gebildet hatte, fand bei Enteromorpha in der niedrigsten Intensitiits- 
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stufe tiberhaupt kein Wachstum mehr statt, und auch bei 300 MK zeigten 
ich gerade nur die ersten Querwiinde an den auswachsenden Zygoten. 


rst bei 1500 MK war bei Enteromorpha die Entwicklung relativ ebenso 
ut wie die von 7'railliella: es entstanden langfidige Thalli, deren reife 
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Abb. 21. Wachstum von je drei Abb. 22. 


Trailliellapflanzen bei 1500, 500 und 


Trailliella i. 


Das relative Wachstum 


80 MK. Versuch No. 265 vom 4. 5. 

—8. 6.1947 (35 Tage) bei 15 + 1,0°C. 

Belichtungsdauer taglich 14 Std. 
elektriscnes Licht. 


von Trailliella und Enteromorpha 
spec. (Keimlinge) bei 1500, 500 
und 50 MK. Ordinate: Wachstum 
(Zuwachs in Zellen). Versuch 
No. 285 vom 18. 4.—24. 4. 1948 


(12 Tage) bei 


16,0°C.  Elek- 


trisches Dauerlicht. 


auch nur schwach gefirbte, bis zu 0,5 cm grobe 
Biischel, und Enteromorpha wuchs jetzt zu 
mebrere Zentimeter langen Thalli heran, 
nach etwa drei Wochen schon 
Gametangien bildeten. 


Im schwachen Licht war Trailliella 
deutlich iiberlegen, wihrend in den héheren 
Lichtbereichen beide Algen nahezu gleich gutes 
Wachstum zeigten. 


c) Die Versuche iiber den FEinfluf der 
Temperatur wurden bei 12, 16 und 249 C 
gemacht. Bei allen drei Pemperatuven wuchsen 
die wenigzelligen 7 railliellataden innerhalb 

5—6 Wochen zu kleinen Algenbiischeln Pe 
bei 16,0® C war der Zuwachs am besten (Abb. 2 
Auch die Zahl der Verzweigungen war bei ae 
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Abb. 23. Wachstum von 
Trailliella bei 12, 16 und 24°C. 
Versuch No. 225 vom 28. 11. 


Ss 


Anzahl 
d Verzweigungen 


—8. 12. 1947 (10 Tage). Be- 
mittleren Temperatur am héchsten, unterschied — jiehtung 1200 MK? veaoh 
sich jedoch nicht tibermabig von der in den 12 Std. 
jibrigen Temperaturstufen. Danach scheint die Anlage von Ver- 


zweigungen mehr licht- 


als temperaturabhingig zu sein. 
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d) Zur Priifung der Wirmeresistenz kamen bis zu lem grobe 
Trailliellabiischel in Erlenmeyerkolben mit je 100 cem Seewasser un 
wurden in einen abgedunkelten Thermostaten mit hoherer Temperatur geo 
stellt; nach 24 Stunden wurden die Algen wieder in den 18,0—20,0° C warme 
Arbeitsraum gebracht. Der Versuch wurde zweimal, nimlich im Sommer und 
im Winter mit Material aus Tageslichtkulturen vom Nordostfenster durch 
gefiihrt. > ya 
Die Resistenzbreite lag (Tab. 1) zwischen 27,0° und 30,0°C, wobei das 
Wintermaterial eine auffallend gréBere Wiarmeempfindlichkeit zeigte. Di 
jahreszeitlich unterschiedlichen AuBenbedingungen (vor allem wohl Tempe? 
ratur und Licht) scheinen also einen gewissen Einflu® auf die im wesent~ 
lichen konstitutionell gegebenen Plasmaeigenschaften zu haben. 

An sich entspricht die Resistenzbreite des im Laboratorium herange-: 
ziichteten Materials den Werten, die Brest (1939), der die Warmeresistenz 
verschiedener Helgolinder Meeresalgen, darunter auch Tvailliella, untersucht 
hat, fiir die Algen der litoralen und sublitoralen Zone angibt. 


Tabelle Il. Wérmeresistenz von Trailliella intricata. Versuchsdawer 24 Stunden.\ 


= SS = : — = : : ————————— . 
+ 27,0°C + 280°C | + 30,0°C | + 30,0—35,0°C 
/ f 
Winterform vanes ) ap hs oes : | 
(Febr. 1948) ae abgestorben abgestorben . ay 
Sommerform cna bs 
(Juli 1948) ebend lebend lebend abgestorben 


e) Die Kilteresistenz von Trailliella-Freilandpflanzen ist schon: 
yon Kyiin (1917) ermittelt worden. Eigene Versuche mit Kulturmaterial | 
wurden nach der gleichen Methode vorgenommen. Kleine Biischel (bis 1/2 em: 
Durchmesser) wurden in Seewasser auf —2,9°C und —3,8°C abgekiihlt: 
und nach dem Auftauen im Versuchsraum (Raumtemperatur durehschnitt- 
lich + 5,0°C) am darauffolgenden Tag mikroskopisch untersucht. Die Er- 
gebnisse mehrerer Versuchsreihen stimmten mit den von Kyrin gefundenen | 
Werten darin iiberein, dab Trailliella bei Eisbildung des umgebenden See- 
wassers schon nach wenigen Stunden bei —2,9°C abstirbt. 


Tabelle Il. Kéilteresistenz von Trailliella intricata (5. 3. 1948). - 
—29°9¢C | —3,9°C ‘ 
nach eingefroren |} unterkiihlt | eingefroren 5 unterkithit a 
1 Std. lebend | leicht geschidigt | 
2 Std. leicht geschidigt | ballwoine 
% |  abgestorben 
3.Std. stark geschidigt | abgestorben 
6 Std. abgestorben | lebend 
12 Std.  lebend 


Aus den in Tabelle II zusammengestellten Ergebnissen geht auferdem 
hervor, daf&i — wie auch Ky.in betont — ein Erfrieren der Alge erst nach 


7 


Entwicklungsgeschichtliche und physiologische Untersuchungen usw. 651 


vorhergehender Eisbildung zu beobachten ist. So wirkte ein Aufenthalt in 
unterkiihltem Seewasser von —2,9° auch nach 12 Stunden noch nicht 
schidigend. Selbst in unterkiihlten Lésungen bis zu —5,0° blieb Trailliella 
noch nach mehrstiindiger Versuchsdauer am Leben. 

In Bezug auf die Kilteresistenz schien eine unterschiedliche Vorbehand- 
lung der Versuchsalgen ohne Einflu8 zu sein. Sowohl Tageslichtmaterial des 
geheizten Arbeitsraumes (+ 18° C) wie Algenmaterial von Kulturen, die 
wahrend der Wintermonate in einem schwach geheizten, nach Norden zu 
ebener Erde gelegenen Gewiichshaus standen (+ 4,0—8,0° C), verhielten sich, 
abgesehen von einigen individuellen Verschiedenheiten, in allen angesetzten 
Versuchsreihen gleich. 


2. Bonnemaisonia hamifera. 


Literaturangaben iiber das physiologische Verhalten von Bonnemai- 
sonia hamifera liegen auger einigen wenigen Hinweisen iiber Ortliches 
und zeitliches Vorkommen unter Beriicksichtigung einiger Skologischer 
Faktoren nicht vor. Wie bereits erwihnt, entwickelte sich Bonnemai- 
sonia hamifera in den Laboratoriumskulturen nur langsam; sie erreichte 
niemals die am natiirlichen Standort beobachtete GréBe und Wuchsform. 
Die nachstehend geschilderten licht- und temperaturphysiologischen 
Untersuchungen gestalteten sich daher auch wesentlich schwieriger als 
bei Trailliella. 

a) Der junge, aus den Tetrasporen sich entwickelnde Gametophyt 
zeigte bei 15,0+1,09C und einer Lichtintensit&t von 300 MK 
normales, wenn auch nur langsames Wachstum. Bei Versuchen, ihn 
bei gleichbleibender Temperatur unter héheren Lichtintensitaéten (1500 
bis 2500 MK) zu schnellerer Entwicklung zu bringen, starb tiber die 
Halfte der Algen ab, die restlichen Pflanzen wiesen schon nach kurzer 
Zeit erhebliche morphologische Veriinderungen auf. Diese Lichtempfind- 
lichkeit der jungen Bonnemaisoniapflanzen mag mit dem Verhalten der 
keimenden Karposporen von Bonnemaisonia asparagoides in Kinklang 
stehen, die bei den Untersuchungen von Kyzin (1945, 8.2) ,,in einem 
ziemlich dunklen kiihlen Kellerraum‘t im Verlauf von 8 Monaten bis zu 
2mm groken neuen Bonnemaisoniapflanzen heranwuchsen. 

Altere Pflanzen von Bonnemaisonia hamifera verhielten sich gegen 
‘Steigerungen der Lichtintensitét merklich unempfindlicher. So fand 
beim Tageslichtmaterial durch die jahreszeitlich bedingte Verstérkung 
der Lichtintensitit bis in den friihen Sommer hinein keine sichtliche 
Hemmung des Wachstums statt. Dagegen zeigten Pflanzen, die bei 
1Astiindiger Beleuchtung und einer Lichtintensitit von 2500 MK im 
Lichtkasten standen, schon bald stark morphologische Verainderungen. 
Fs wurden deshalb fiir Kulturen bei kiinstlicher Beleuchtung nur bis 
gu 1200 MK mit 12stiindiger Lichtdauer benutzt. 

b) Von Temperaturen erwiesen sich vor allem soleche ober- 
halb 20,0°C als wachstumshemmend. Schon in den Tageslicht- 
kulturen konnte immer wieder beobachtet werden, daf ein Anstieg 
der Raumtemperatur fiir kurze Zeit tiber 20,09 C die Entwicklung merk- 
lich hemmte, das Scheitelzellenwachstum der Lang- und Kurztriebe 
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schlieBlich zum Stillstand brachte und die bereits erwihnten (8. 646) | 
anatomischen Veriinderungen der Alge zur Folge hatte. Experimentelle : 
Untersuchungen bei konstantem elektrischen Licht in der Apparatur Bi 
(Hingekulturen von jungen, bereits ver-- 
zweigten Algen aus Tageslichtkulturen) er-- 
gaben ein ihnliches Resultat (Abb. 24). Das} 
Optimum lag wie bei Trailliella um 16,0° C., 
12,09 C hemmte die Weiterentwicklung nur > 
wenig, wihrend eine Temperatur um 24,09 C! 
eine sichtliche Wachstumshemmung unter: 
starker Berindung des Thallus bewirkte. 

c) Bei den Warmeresistenzver- 
Bf Wel? Der” suchen (Tab. III) zeigte sich der Gametophyt : 
Abb. 24. Wachstum von Bonne- merklich empfindlicher als der Tetrasporo- - 
maisonia hamifera bei 1216 und phyt. Sogar das Sommermaterial starb nach | 
nates Fie ede Se hele mehrstiindigem Aufenthalt in Seewasser von | 

12 Std. f + 30,0° C ab, wihrend die Pflanzen der’ 
Winterkulturen bereits bei + 27,09 C! 
nach 24stiindiger Versuchsdauer die ersten Schidigungen aufwiesen. | 


na a 
‘ 


Re Sw 


Langenwachstum in mm-Zuwachs 


me 


0 


Tabelle III. Wérmeresistenz von Bonnemaisonia ham. Versuchsdauer 24 Stunden 


| + 27,0 C + 28,0°C + 30,0°C 
eee | pie abgestorben Se. 
(Febr. 1948) |  geschidigt oe 
Sommerform | 
| be ‘lebe abees 
(Juli 1948) | _ lebend ‘lebend bg estorben 


d) Bei den Kailteresistenzversuchen ergaben sich iihnliche 
Resultate wie bei Trailliella intricata (Tab. 1V). Auch hier ist auffallend, 
daB eine 12stiindige Unterkiihlung des Seewassers auf —2,9°C ohne 
Schidigung ertragen wurde. Aus dem Vergleich mit den Unter- 
suchungsergebnissen von Brest (1939) an einigen Neapler Rotalgen, 
die bei Temperaturen um 0° C ohne Eisbildung bereits abstarben, kann 
deshalb gefolgert werden, da®B~ Bonnemaisonia hamifera wie auch 
Trailliella intricata infolge ihres temperaturphysiologischen Verhaltens 
nicht zu den typischen siidlichen Algenformen zu stellen sind. 


Tabelle IV. Kédilteresistenz von Bonnemaisonia ham. (5, 3, 1948). 


eee. 


| —2,99¢ | — 39°C 
nach eingefroren | unterkiihit | eingefroren unterkthlt 
; a —$—$<——===!}2 —<—<—= —— — = — oH — a —— = 
1 Std. | lebend | leicht geschidigt 
2 Std. leicht geschidigt | teilweise 
| | abgestorben 
3 Std. | stark geschidigt | abgestorben 
6 Std. | abgestorben | / | lebend 
. | | 
12 Std. | lebend | 
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Ii. Besprechung der Ergebnisse. 
1. Der Generations- und Kernphasenwechsel bei den Bonnemaisoniaceen. 

Erst kiirzlich haben J. u. G. FetpMANN (1942) als erste bei einigen 
Vertretern der Bonnemaisoniaceen einen Generationswechsel nachweisen 
k6nnen. Aus den Karposporen von Bonnemaisonia asparagoides Woodw. 
und Asparagopsis armata Hary. wuchsen in ihren Kulturen vollig anders 
als der Gametophyt gestaltete Pflanzen heran. Danach gehort der bis- 
lang als eigene Gattung unter die Ceramiales gestellte Thallus von 
Hymenoclonium serpens (Crouan) Batters als Tetrasporenpflanze in den 
Entwicklungskreis von Bonnemaisonia asparagoides, und Falkenbergia 
rufolanosa Harv. (Rhodomelaceae) stellt den Tetrasporophyten von 
Asparagopsis armata dar. In beiden Fiillen beobachteten die Verfasser 
zwar keine Tetrasporen an dem aus den Karposporen geziichteten 
Algenmaterial, da aber Hymenoclonium wie Falkenbergia am natiir- 
lichen Standort von ihnen mit Tetrasporangien gefunden wurden, 
glauben sie, besonders auch bei Beriicksichtigung der gemeinsamen 
geographischen Verbreitung, einen geschlossenen Entwicklungskreis 
von Gametophyt und Tetrasporophyt bei den untersuchten Algen an- 
nehmen zu diirfen. 

Demgegentiber gelangte Kytin (1945) bei einer Nachpriifung der 
Ergebnisse von J. u. G. FEtpMANN zu einem ganz anderen Ergebnis. 
Die Karposporen von Bonnemaisonia asparagoides wuchsen bei ihm 
zwar auch zu Pflanzen aus, die offenbar mit Hymenoclonium serpens 
identisch sind, die aber dann im Laufe weiterer Entwicklung unter 
Umbildung einzelner Endzellen rein vegetativ neue Gametophyten ent- 
stehen lieBen. Kytin meint deshalb, daB die von FEeLtpMANN in der 
Natur gefundenen Tetrasporangien von Hymenocloniwn serpens nicht 
als solche zu deuten seien, sondern daB es sich auch hier um um- 
gebildete Endzellen handelt, die neue Gametophytenanlagen darstellen. 
Er hilt Hymenoclonium serpens daher nicht fiir einen Tetrasporo- 
phyten, sondern fiir eine Art ,,Protonema™. 

Diese Stellungnahme Kyuins zum Problem des Generationswechsels 
bei Bonnemaisonia asparagoides ist schon deshalb besonders bedeutsam, 
weil J. u. G. FetpMANN weder den Nachweis erbringen konnten, dai 
die in der Natur gefundenen Tetrasporenpflanzen aus Karposporen ent- 
standen waren, noch die von ihnen kultivierten Exemplare von Falken- 
bergia rufolanosa und Hymenocloniwn serpens Tetrasporen ausbildeten. 
Auch ist es ihnen nicht gelungen, aus den Tetrasporen der lreiland- 
pflanzen die zugehérigen Gametophyten zu kultivieren, so dai auf 
jeden Fall — ganz abgesehen von den Versuchsergebnissen Kytins — 
gunichst nur eine Seite des Entwicklungskreises, némlich die Ent- 
wicklung vom Gametophyten zum Tetrasporophyten, hewiesen war, 
wiihrend die andere Seite, die Weiterentwicklung der Tetrasporen zu 
neuen Geschlechtspflanzen, ganz offen blieb. 

Gerade diese Frage wird durch die vorliegenden Untersuchungen an 
Trailliella intricata fiir den Entwicklungskreis von Bonnemaisonia 
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hamifera eindeutig geklirt, womit gleichzeitig auch die nach den Ver-- 
suchsresultaten von Kyiin entstandenen Bedenken iiber den Genera-- 
tionswechsel der Bonnemaisoniaceen stark abgeschwicht werden. Wenn) 
natiirlich auch das Verhalten des eigenen Kulturmaterials nichts tibert 
die von J. u. G. FeLpMann ausgefiihrten Untersuchungen an den anderen} 
Arten aussagen kann, so beweisen doch die Ergebnisse mit Traiiliella, 
daB hier unzweifelhaft ein echter Tetrasporophyt vorliegt, dessen ‘Tetra-- 
sporen zu Gametophyten auswachsen. Es kann sich dabei also keines-- 
falls um ein Protonema mit vegetativen Anlagen neuer Geschlechts-- 
pflanzen im Sinne Kyzins handeln. Damit gewinnt aber die von FEtp-- 
MANN vertretene Ansicht, da& zumindest die in ihren Kulturen aus den) 
Karposporen von Asparagopsis armata entstandenen Pflanzen ‘Tetra-- 
sporophyten gewesen seien, wieder starke Wahrscheinlichkeit, so dabi 
auch fiir den Entwicklungskreis von Bonnemaisonia hamifera/ Trailliellat 
intricata angenommen werden darf, dafi der Tetrasporophyt aus den} 
Karposporen entsteht3. 

Der endgiiltige Beweis fiir den véllig geschlossenen Entwicklungs-- 
kreis kann allerdings nur an japanischem Material erbracht werden, denn) 
alle an den europiischen und ostamerikanischen Kiisten vorkommenden} 
Pflanzen von Bonnemaisonia hamifera sind — soweit bis heute bekanntt 
ist — rein weiblich; eine Befruchtung ist also bei ihnen nicht méglich, . 
und daher bilden sie auch keine Karposporen aus (Batters 1896, Ky.ins 
1928). An den atlantischen Standorten kénnen demnach zwar aus den) 
Tetrasporen neue Gametophyten entstehen, die dann aber keine Fort-- 
pflanzungsméglichkeit mehr besitzen, fiir den Fortbestand der Art aiso) 
reiner Luxus sind. Folglich haben auch hier die Tetrasporen keine Be-- 
deutung fiir die Erhaltung der Art. Die Entstehung des Sporophyten: 
aus dem Gametophyten ist deshalb an den atlantischen Kiisten ausge-- 
schlossen. Die so zahlreich in den europiiischen und nordamerikanischen} 
Gewiissern auftretenden T'railliellaptlanzen miissen sich also alle reim 
vegetativ vermehren. Das ist nach den vorliegenden Beobachtungen) 
iiber die auffallend starke Regenerationsfihigkeit der Alge in den) 
Laboratoriumskulturen und wahrscheinlich auch am natiirlichen Stand-- 
ort (8. ua. Hycen und Jorpve 1934, S.34) auch durchaus verstiindlich. | 

Wo die Reduktionsteilung bei den Gattungen Bonnemat-- 
sonia und Asparagopsis stattfindet, ist weder von J. und G. FEtpMANN\ 
noch in der vorliegenden Arbeit untersucht worden. Dagegen liegen’ 
ailtere Ergebnisse von Kyi (1916) und Sveperrus (1933) vor. Danach’ 
ist. bei Bonnemaisonia asparagoides und Asparagopsis armata die erste! 
Teilung des Zygotenkerns eine Reduktionsteilung, so da® die ent-- 
stehenden Karposporen haploid sind. Der mit FetDMANN angenommene: 


* Hs sei weiter in diesem Zusammenhang auf die von J. u. G. FELpMANN' 
(1942, S.119) abgebildeten allerersten Entwieklungsstadien der bereits im_ 
Sporangium ausgekeimten Tetrasporen an Freilandmaterial von Falken- 
bergia rufolanosa hingewiesen, die eine groBe Abhnlichkeit mit eleichen) 
Tetrasporenstadien von Trailliella zeigen (Abb.12¢), so daB auch hierin’ 
eine gewisse Parallelitit in der Entwicklung beider Algen zu erkennen ist. 
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gemeinsame Kntwicklungskreis fiir Bonnemaisonia asparagoides/Hyme- 
noclonium serpens und fiir Asparagopsis armata/Falkenbergia rufolanosa 
gehdrt somit nicht nur dem diplobiontischen Typus mit morphologisch 
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Abb. 25. Schematische Darstellung des Generations- und Kern- 
phasenwechsels von Bonnemaisonia hamifera. Schwarz aus- 
gefiillt —diploide Phase, weif = haploide Phase. Stark 
umrandet = Ergebnis eigener experimenteller Untersuchun- 
gen, schwach umrandet = zunachst noch hypothetische 
Erginzung auf Grund von Versuchsergebnissen an Aspara- 
gopsis armata (FELDMANN 1942) und Bonnemaisonia aspara- 
goides (KYLIN 1916, SVEDELIUS 1933). 


verschieden ausgebildeten Generationen an, sondern zeigt gleichzeitig 
‘eine zum ersten Mal beobachtete Haploidie in allen drei Gliedern des 
Generationswechsels (Gametophyt, Karposporophyt, Tetrasporophyt). 

| Unter der Voraussetzung, daB bei Bonnemaisonia hamifera und 
-Bonnemaisonia asparagoides nicht nur morphologisch (s. Kytin 1928) 
‘sondern auch zytologisch gleiche oder zumindest sehr ahnliche Ver- 
haltnisse vorliegen, wiirde demnach auch Trailliella intricata zu den 
haploiden Tetrasporophyten gehdren. Die eigenen Beobachtungen unter- 
stiitzen eine soleche Annahme insofern, als hier an den aus den Tetra- 
sporen von T'railliella entstandenen Bonnemaisoniapflanzen, soweit sie 
Geschlechtsorgane ausbildeten, nur Cystocarpien beobachtet werden 
konnten. Das wire ein Hinweis darauf, da8 der nach einer zygotischen 
Reduktionsteilung aus den Karposporen hervorgehende Tetrasporophyt 
bereits sexuell — und zwar in diesem Fall weiblich — determiniert war. 
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Fine Gesamtdarstellung des Entwicklungskreises Bonneniaisonia haini- 
jera/Trailliella intricata ergibt aiso in Anlehnung an die von J. Ww. 
G. FeLpDMANN gewonnenen Ergebnisse an Asparagopsis armata/Falken- 
Lergia rufolanosa das Entwicklungsschema Abb. 25. 
Eine wirkliche Bestiitigung dieser eigenartigen Kernphasenverhilt- 
uisse kann. jedoch erst durch zytologische Untersuchungen gegeben 
werden. Solehe wurden auch unternommen, jedoch kennte bislangy 
infolge der iibergroBen Empfindlichkeit des Gametophyten in deni 
Laboratoriumskulturen und seiner damit verbundenen Langsamwiichsig- - 
keit noch kein brauchbares Material fiir Mitosepraparate gewonnen} 
werden. 


2. Die systematische Stellung von Bonnemaisonia hamifera Hariot. 


Die wechselnde systematische Einordnung von Bonnemaisonia hamiferat 


innerhalb der Familie der Bonnemaisoniaceen — zuniichst zur Gattung?: 
Bonnemaisonia durch Harior (1896) und spiiter zur Gattung Asparagopsis’s 
durch Okamura (1921) — ist erneut von J. u. G. FetpMann (1942) auff 


Grund vergleichend anatomischer Betrachtungen diskutiert worden. Auch) 
das vorliegende Untersuchungsergebnis, da der Tetrasphorophyt von Bonne-- 
maisonia hamifera eine Trailliella ist, erlaubt keine endgiiltige Entscheidung, | 
denn weder ist Trailliella intricata mit dem Falkenbergiastadium von Aspa-- 
ragopsis armata und taxiformis (Gattung Asparagopsis) noch mit dem) 
Hymenocloniumstadium von Bonnemaisonia asparagoides und clavata (Gat-- 
tung Bonnemaisonia, vgl. FELDMANN 1942, 8.92 bzw. 8.142) identisch. Die» 
Frage, ob tatsichlich bei den Bonnemaisoniaceen jede Gattung durch einen} 
morphologisch einheitlichen Tetrasporophyten charakterisiert wird, und in-: 
wieweit innerhalb dieser Familie entwicklungsgeschichtliche Zusammenhange : 
(vgl. SveDELIUS 1933) bestehen, lift sich daher nur durch weitere experimen-- 
telle Untersuchungen beantworten. 


3. Vergleichende Betrachtung des physiologischen Verhaltens und — 
der geographischen Verbreitung von Tetrasporophyt und Gametophyt. 


Bei der Bearbeituag der zahlreichen Literaturangaben tiber die geo-. 
graphische Verbreitung von Bonnemaisonia hamifera und Trailliella 
intricata ergibt sich, dab die beiden Algen in allen ihren Haupt- 
verbreitungsgebieten des Atlantischen und Stillen Ozeans abgesehen 
von einigen Ausnahmefiillen — nebeneinander auftreten. 

In beiden Weltmeeren liegen alle bis heute aufgezeichneten Funde von 
Bonnemaisonia hamifera in der Zone gemibigter Wassertemperaturen (s. 
Scnorr 1933, 1935). Bereits Crem (1929) vermutete, da&B Bonnemaisonia 
kamijera eine Alge ,,des régions temperées et plutot froides sei. 

Der Tetrasporophyt Tvrailliella intricata iiberschreitet dagegen in Japan 
und in Europa wahrscheinlich infolge seiner gréBeren physiologischen Plasti- 
zitiit die Verbreitungsareale des Gametophyten in siidlicher bzw. nordlicher 
Richtung. So zeigt z.B. sein Vorkommen in Siidjapan (InaGaxr 1935, S. 43) 
und im Mittelmeer (FELpMANN 1942, 8.148), daB er sich im Gegensatz zum 
Gametophyten noch in Lebensgebieten ausgesprochen siidlicher Formen mit 
Temperaturen bis zu 25,0°C halten kann, 
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Es ist deshalb zu vermuten, da® das im Laboratoriumsversuch beob- 
achtete physiologische Verhalten von Bonnemaisonia und Trailliclla — 
vor allem das beim Gametophyten wesentlich begrenztere Wachstum 
gegentiber verschiedenen Licht- und Temperaturbedingungen als beim 
Tetrasporophyten — den 6kologischen Faktoren ihres  natiirlichen 
Standortes weitgehend entspricht. 

Die mutmaBliche Heimat von Bonnemaisonia hamifera ist in der 
Literatur vielfach diskutiert worden (u.a. OkamuRA 1921, SAUVAGEAU 
1925, CHemin 1929). Als urspriingliches Verbreitungsgebiet kommt. so- 
wohl Japan wie auch die Westkiiste Nordamerikas in Betracht. Folgt 
man nun einer Auffassung ScHarreTTers (1922), daf& die Heimat einer 
Pflanze dort zu suchen sei, wo Vegetationszyklus und jahreszeitlicher 
Klimaverlauf miteinander parailel verlaufen, so lie® vor allem das 
temperaturphysiologische Verhalten von Gametophyt und Tetrasporo- 
phyt die Auffassung berechtigt erscheinen, die Heimat beider Algen 
in Japan zu suchen. Hier erreichen die Wassertemperaturen des Som- 
mers einen Wert‘, der — den Literaturangaben und den eigenen 
Laboratoriumsversuchen entsprechend —- fiir das Wachstum des 
Gametophyten bereits zu hoch liegt, so da vermutlich diese Jahres- 
zeit vom ‘Tetrasporophyten iiberbriickt wird. Die ausgeglichenen 
Wassertemperaturen an der Westkiiste Nordamerikas® machen dagegen 
weit weniger eine temperaturgebundene Aufeinanderfolge von Gameto- 
phyt und Tetrasporophyt notwendig. Eine solche Auffassung setzt aller- 
dings in beiden Fallen den jahreszeitlich abhangigen Wechsel von 
gametophytischer und tetrasporophytischer Generation voraus. 


Auffallend ist, dag — wie in der Natur (Batters 1896, Okamura 
1921, RosENvincE 1923/24, CHEmin 1924) — so auch in den Laborato- 


riumskulturen der Gametophyt im Sommer und der Tetrasporophyt im 
Spitherbst Fortpflanzungsorgane ausbilden. Alle Versuche, im Labo- 
ratorium schon im Friihjahr oder Sommer unter abgednderten, dem 
Spitherbst entsprechenden AuBenbedingungen Tetrasporangien an den 
Algenbiischeln zu erhalten, scheiterten bislang. Das 1a6t einen gewissen 
jahreszeitlichen Rhythmus vermuten, wie ihn Ferpmann (1942, 8. 137) 
auch fiir Bonnemaisonia asparagoides und Hymenoclonium serpens 
im Mittelmeer angibt und der auf Grund des temperaturphysiologischen 
Verhaltens beider Generationen bereits erwihnt wurde. Die Fahigkeit, 
sich innerhalb ihres Entwicklungskreises oder auch rein vegetativ zu 
vermehren, ermoglichte es dann Bonnemaisonia hamifera wie auch 
Trailliella intricata sich tiberall dort anzusiedeln, wo die ékologischen 
Faktoren des Standortes ihrer physiologischen Einstellung entsprachen. 

Fiir die in Europa erst um 1890 erfolgte Einwanderung — Bonnemai- 
sonia hamifera und Trailliella intricata sind nach den Angaben in der 


4 Oberflichentemperatur (n. Scnorr 1935, Tab. 20—23) fiir die Ostkiiste 
Japans (Awa-Hakodate): Febr. 012%, Mai 917°, Aug. 20—25°, Nov. 
8—19°C. ; ; 

5 Oberflachentemperatur (n. Scuorr 1935) fiir die Westkiiste Rend: 

amerikas (Friday Harbour.) Febr. 8°, Mai 10°, Aug. 14—15°, Nov. 9—10° C. 


? 
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Literatur (u.a. Sauvaceau 1918, Rosenvince 1923/24, CHemin 1929, 


Westsroox 1930) vor dieser Zeit hier nicht bekannt gewesen —- kann . 
auf Grund der durch die vorliegenden Untersuchungen erschlossenen | 


Zusammenhiinge vielleicht angenommen werden, dai zunichst eine 


weibliche 7'railliella eingeschleppt wurde, aus deren Tetrasporen dann | 
weibliche Gametophyten entstanden sind. Damit finde auch die zeit- 
liche Aufeinanderfolge des ersten Auftretens beider Algen an der eng | 


lischen Siidkiiste (1890/93) und nordamerikanischen Ostkiiste (1927/28) 


sowie das aussehlieBliche Vorkommen nur weiblicher Pflanzen im At-- 


lantischen Raum eine gewisse Erklirung (s. a. FeLpDMANN 1942). 


IV. Zusammenfassung der Ergebnisse. 


1. Trailliella intricata Batters konnte jahrelang im Laboratorium kulti- 
viert werden. 


2. Als beste Nihrlésung erwies sich Helgolinder Hochseewasser mit 
Zusatz einer Eisenzitrat-Schreiberlésung. 


3. Die Alge zeigte in den Kulturen starke Regenerationsfihigkeit; 
wenigzellige Fadenenden (bis zu einer einzigen Fadensegmentzelle) 
wuchsen unter giinstigen AuBenbedingungen stets zu neuen Pflanzen 
heran. 


4. Im Winter jedes Versuchsjahres bildeten sich an den zentimeter- 
groBben Algenbiischeln Tetrasporangien aus, aus deren Tetrasporen 
sich Bonnemaisonia hamifera Hariot entwickelte. 

5. Die Aufzucht von Bonnemaisonia hamifera war schwierig, jedoch 
gelang es, mehrere Zentimeter groBe Pflanzen bis zur Bildung von 
Geschlechtsorganen zu kultivieren. 


6. In den Kulturen entstanden ausnahmslos sterile Cystocarpien (Pseudo- 
Cystocarpien). 


7. Trailliella intricata Batters gehért also als Tetrasporophyt in den 
Entwicklungskreis von Bonnemaisonia hamifera Hariot. 
&. In physiologischen Versuchen erwiesen sich das Wachstum und die 


Resistenz des Gametophyten gegeniiber verschiedenen Licht- und 


al " ; " . 1 . e 
Temperaturbedingungen wesentlich begrenzter als die des Tetra- 
sporophyten. 


9. Zwischen dem physiologischen Verhalten von Bonnemaisonia hamifera 
und Trailliella intricata und den dkologischen Faktoren ihrer natiir- 
lichen Standorte ist eine gewisse Parallelitiit nachzuweisen. 


Herrn Professor Dr. R. Harper danke ich herzlich fiir die Uberlassung 


des Themas sowie fiir die Stiindige Unterstiitzung durch die Mittel seines 
Institutes bei der Ausfiihrung der Untersuchungen, 
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(Aus dem Institut fiir Mikrobiologie der Universitat Gottingen.) 


Untersuchungen 
tiber die natiirliche Mikroflora des Bodens’. 
Von 


Maria Horr, 
Mit 3 Textabbildungen. 
(Hingeganyen am 22. Februar 1949.) 


Durch die hier mitgeteilten Untersuchungen sollte festgestellt 
werden, wie sich ein ,,Naturboden“ in mikrobiologischer Hinsicht von 
einem ,,Kulturboden‘t unterscheidet (die ausfiihrliche Darstellung siehe 
bei Hoprt). Denn es war namentlich aus den Beobachtungen Wino- 
GRADsky’s2 klar, daB der Kulturboden mehr oder weniger ein Kunst- 
produkt ist, in dem die Entwicklung bestimmter Mikroorganismentypen 
durch die Kulturmainahmen (Diingung, Bearbeitung usw.) einseitig ge- 
lenkt wird. Als charakteristisch fiir ihn diirften die Mikroorganismen 
anzusprechen sein, in erster Linie stiébchenférmige Bakterien, die sich 
auf den allgemein tiblichen N&hrbéden einstellen. Dazu kommen eine 
Reihe von Spezialtypen, unter denen sich z.B. Azotobacter chroococ- 
cum als typischer Kulturbegleiter erwiesen hat, der auch, ebenso wie 
Nitrifikanten, nur auf neutralen Béden vorkommt. Demgegentiber hatte 
Winocrapsky den Begriff der ,,autochthonen“ Mikroflora aufgestellt als 
der fiir vernachlissigte Béden sozusagen urspriinglichen Mikroflora, in 
der insbesondere Kokkenformen stark hervortreten. Da diese Formen 
noch ganz unvollkommen charakterisiert sind, erschienen weitere 
Untersuchungen erwiinscht, auBerdem sollte versucht werden, unmittel- 
bar im Boden gesehene Mikroorganismen abzuimpfen, zu kultivieren 
und zu identifizieren. 

Wiahrend Wrinocrapsky mit vernachlissigten (seit langem ungediingten) 
Kulturbéden arbeitete, wurde fiir die vorliegenden Untersuchungen ein 
Naturboden gewihlt, der sich in seiner Beschaffenheit im iibrigen aber nicht 
allzu weit von einem Kulturboden entfernen sollte. Da ein solcher in 
reinster Form bei uns kaum mehr vorhanden ist, wurde ein Boden aus- 
gesucht, der diesen Bedingungen noch am ehesten zu entsprechen schien: 
Ein auf Muschelkalk liegender Hang in einem Seitentiilchen der Werra, links 
iiber dem Wege Werleshausen—Hanstein (unmittelbar jenseits des Bahn- 


1 Kurzer Auszug aus der gleichnamigen Dissertation von Maria Horr, 
mathematisch-naturwissenschaftliche Fakultit der Universitat Gottingen, 
1918. Uber einige Ergebnisse wurde bereits berichtet: A. RipreL-BALDES 
Nachr. Akadem. d. Wiss. Géttingen Mathem.-Physikal. K1., 8. 17, 1947. 

2 § Wryocrapsky: Ann. Inst. Pasteur 39, 301 (1925); 40, 455 (1926); 
Soil. Sc. 43, 327 (1937). 
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dammes, MeBtischblatt Witzenhausen), der hauptsichlich lockeren Bestand 
von Wachholder (Juniperus communis) und dazwischen eine geschlossene » 
Krautschicht ohne besonders typische Vertreter der Kalkflora trigt. An- 
vaben tiber eine Nutzung des Gelindes in friiherer Zeit konnten nicht ge-_ 
funden werden; in den letzten Jahren diente es nicht einmal als Schafweide. 

Zum Vergleich diente eine im Hang liegende BléBe (also ohne jeden 
Pflanzenwuchs), der an den Hang anschlieBende Acker, ein Gartenboden des 
Géttinger Institutes und ein Hang an der Ratsburg nordéstl. von Gottingen, 
ebenfalls auf Muschelkalk, teils als sonniger Hang mit typischer Steppen- 
flora, teils als Buchen-Hochwald ausgebildet. Die Humuszahlen (nach 
Tixcerer®) und pu-Werte (in KCl), nach der Jahreszeit schwankend, waren: 


Humusgehalt py- Wert 
Wachholderhang 3,6— 5,6 4,6—5,8 
Acker 2,1— 3,0 4,6—5,8 
Blébe 2,7— 3,0 4,8—5,8 
Garten 3,3— 4,5 4,1—5,2 
Ratsburg-Wald 13,7—18,5 4,4—5.4 
Ratsburg-Steppe 5,8— 6,8 5,7—6,2 


Die Untersuchungen erstreckten sich auf die Jahre 1944 und 1946; sie 
konnten 1945 leider nicht durchgefiihrt werden. Die Bodenproben wurden 
in 5 bis 10cm Tiefe entnommen. Temperatur, Wassergehalt, Humusgehalt, 
Aziditit der Béden wurden laufend gemessen. Die mikrobiologische Unter- 
suchung erstreckte sich auf Keimzihlungen durch Bouillon-Pepton-Agar fiir 
die ,,iiblichen“ Keime, durch Spezialagar fiir Actinomycetes‘, Proactino- 
mycetes* und Pilze*’; ferner auf direkte Zihlung nach Conn und WINoGRADSKY? 
und die Auswertung von Bodenplatten nach Rossi-CuoLtopyy®. Von diesen 
Platten wurden auch die Direkt-Isolierungen vorgenommen. Ferner wurde 
die Bodenkammer- und die Bodenstaubmethode nach CuoLopny verwendet. 

Alle Priparate wurden mit Bengalrosa gefirbt oder mit Phenol-Ery- 
throsin, das gegen die Humusteilchen etwas schirfer differenzierte, aller- 
dings im Alter etwas verblaBte. ,,Fast acid blue“ ergab recht unklare Bilder 
und bei dichter Besetzung mit Mikroorganismen infolge der intensiven ins 
schwirzliche gehenden Farbe schiechte Differenzierung gegeniiber den 
ilumusteilchen, Die CuoLopny-Platten wurden bis zu 4 Wochen im Boden be- 
lassen; sie wurden bei 5—10cm Tiefe senkrecht eingegraben, weil dabei der 
Bewuchs besser war als bei waagerechtem Eingraben (z.B. 162 gegen 71 
Organismen je Gesichtsfeld). ; 


ql 


% KE. Uncerer: Kver’s Handbuch der Pflanzenanalyse, Bd. 4, S. 1196, 
Berlin, J. Springer, 1933. r 

_* Fiir Actinomycetes (nach Czarex): 1000 aqua dest., 30 Zucker, 2 Na NO,, 
1 K,HPO,, os MgSO,, 0.5 KCI, 0.01 FeSO,, 15 Agar. 

5 Fiir Proactinomycetes: 1000 aqua dest., 10 Glykose, 2 (NH,), HPO 
1K, HPO,, 05 MgS0,, 0.5NaCl, 15 Agar. : a ee 
” es ere ae aqua dest., 20 Glykose, 1 KH,PO,, 2 Asparagin, 0.5 
MgS0O,, 0.5 NaCl, 0.5 FeCl,, 25 Agar (pa 3.8—4.0) [nach H. L. Jensen: Soil 
Se, 31, 123, (1931)]. : e mt ; 

7 HJ. Conn: N. J. Agr. Exp, Stat. Geneva. Techn. Bull. 64 (1918); J. Bac- 
teriology 17, 399 (1929). S. WinocrApsky, 1. c. 

§ G. Rosst: Festschrift J. Sroxuasa. P. Parey, Berlin 1928; D. CHoLopny: 
Arch, f. Mikrobiologie 1, 620 (1930). 
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Der jahreszeitliche Verlauj der Gesamt-Mikroflora. 


Abb. 1 gibt die Kurven des jahreszeitlichen Verlaufes der Gesamt- 
Mikroflora fiir den Wachholderhang. Die Werte mit der Kocn’schen 
Plattenmethode zeigen das bekannte Bild des Haupt-Maximums im 
Friihjahr, Abstieg im Sommer, eines zweiten, kleineren Maximums im 
Herbst, dem das tiefe winterliche Minimum folgt. Daf dieser Kurven- 
verlauf den tatsichlichen Verhiiltnissen im Boden entspricht, zeigt die 
weitere Kurve der Abb.1: sie wurde aus Zahlungen an CHoLopny- 
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Abb. 1. Jahreszeitlicher Verlauf der Mikroorganismenzahl im Boden 
des Wachholderhangs (1944). 


Platten gewonnen, wobei es sich allerdings nicht um absolute, sondern 


um relative Werte handelt, gewonnen in °/oo der maximalen Besetzung. 
Da die Maxima der CuoLropny-Kurve gegeniiber den Kocn’schen 
Werten etwas nach rechts verschoben sind, liegt natiirlich daran, dab 


die Untersuchung der Cuoropny-Platten den etwas spédteren Zeitpunkt 


des Bewachsens der Platten angeben mub. 

Die iibrigen Béden ergaben grundsitzlich das eleiche Bild, mit Aus- 
nahme des Ratsburg-Waldes, der eine Kurve mit nur emem sommer- 
lichen Maximum zeigte. Das stimmt mit der Angabe von FEHER ® 
iiberein. Jedoch ist, entgegen seiner Meinung, die Eingipfligkeit keim 


cal Fone: Untersuchungen iiber die Mikrobiologie des Waldbodens. 
J. Springer, Berlin 1933. 
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Charakteristikum fiir alle unbearbeiteten Boden, wie der Wachholder- 
hang zeigt, sondern erscheint offenbar nur als Ergebnis bestimmter 
eleichmibiger Verhiiltnisse, die eben im Falle des Wachholderhangs 


nicht so liegen wie im Waldboden, 
boden. 


sondern wie im Acker- oder Garten- 


FEenér10 gibt ferner an, da die Mikroorganismenentwicklung dem 
Produkt aus Temperatur < Feuchtigkeit parallel gehe. Auch diese An- 


Wacholderhang 
——EE 


Kirs tool! Mat Jini Jali Aug, Soph Oh. Now. Dez 


Abb. 2. Jahreszeitlicher Verlauf der Mikro- 
organismenzahlen und R-Werte (Produkt aus 
Bodentemperatur und Feuchtigkeit) im Boden 
des Wachholderhangs. 
— Keimzahl in Millionen je tg. 

- Logarithmus der Keimzahl 
R-Werte absolut 
R-Werte in Logarithmen. 


nahme trifft im Falle des Wach- 
holderhangs nicht ganz zu, wie 
Abb. zeigt; auch die tibrigen 
Boden zeigten iihnliches Verhalten. 
Danach hat die Mikroorganismen- 
entwicklung ihren Héhepunkt be- 
reits iiberschritten, wenn dieses 
Produkt (R-Wert) noch ansteigt, 
so daB hier also der Komplex der 
iibrigen Faktoren mafgebend sein 
muss (Niihrstoffmangel, Stoff- 
wechselprodukte usw.); bzw. es 
miissen die beiden Faktoren des 
R-Wertes nahe ihrem Optimum sein, 
etwa in dem Sinne, dab die Tempe- 
ratur nicht unter 11°, die Feuchtig- 
keit des Bodens nicht unter 15° 
sinken darf. 

Mit Riicksicht auf wiederholt ge- 
machte Angaben, dab Kilte u. U. nicht 


2 
i 


nur keine Verminderung, sondern sogar eine Erhéhung der Mikroorganismen- 
zahl bewirken kénne, seien — obwohl solehe Beobachtungen mit groker 
Wahrscheinlichkeit auf die Auflésung von Kolonien zuriickgefiihrt werden 


konnten!! — noch folgende Zahlen 
gefiihrt (Tab. I): 


Tabelle I. 


einer direkten Ziihlung nach Conn an- 


Gesamtzahl der ae ca 


Bodén Bonne 1. nach CONN 2, nach KOCH Verhiiltnis 
(in Millionen je 1 g) 1): 2) 
Wachholderhang | September 590 125 etwa 5:1 
November 242 15 200:1 
BléBe September 145 15 10:1 
November 37 0,4 100:1 
Garten September 630 | 80 8:1 
November 458 2,5 20031 


10 T), FEHER u. 
11 Literatur 
giinzungsband, J. 


M. FRANK: 
bei A. Ripper. 
Springer, 


u. B 
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8, 249 (1937): 9, 193 (1938). 
LANCK’S Handbuch der Bodenlehre, Er- 


Berlin 1939, 
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Darin zeigt sich also die schnelle Abnahme der Zahl der Mikroorganismen 
bereits vom September ab. Daf diese Abnahme bei der Zihlung nach Kocu 
unverhaltnismafig viel héher ist als bei der Cony-Zihlung diirfte seine Ur- 
Sache vielieicht darin haben, daB bei dieser zahlreiche bereits abgestorbene 
oder doch nicht mehr voll lebensfihige Keime erfaBt wurden. 

, Den EinfluB der tibrigen Faktoren zeigt Abb. 3, ebenfalls fiir den 
Wachholderhang. Deutlich erweist sich die Abnahme der Aziditit mit 
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Abb. 3. Jahreszeitlicher Verlauf der Mikroorganismenzahlen und 
Bodenfaktoren im Boden des Wachholderhangs. 

—_—_——— Keimzahl in % (240 Millionen je 1 g = 100) 
—--.—-+-.— Bodentemperatur in 0C 

——-—-—— Wassergehalt des Bodens in % 

—.—.—.-— Bodenaziditit (10-fach vergréfert) 

Humusgehalt des Bodens in % (10-fach vergréfert). 


sinkender Mikroorganismenzahl und umgekehrt, was auch bei den 
itbrigen, hier nicht angefiihrten Kalkbéden (Acker, Ratsburg) der Fall 
war und was den Beobachtungen von FEHER (1. ¢.) entspricht. Auch der 
,Humusgehalt zeigt eine gewisse Abhingigkeit von der Mikroorga- 
nismenentwicklung: Unverkennbar ist die Zunahme an Humus im 
August bei gleichzeitiger Verminderung der Mikroorganismen, deren 
Entwicklung wiederum, wie man sieht, durch die abnehmende Feuchtig- 
‘keit gehemmt wird; auch diese Erscheinungen zeigten sich in den 
‘anderen untersuchten Fallen. Solche Untersuchungen haben natiirlich 
nur vorliufig orientierenden Charakter, da der Begriff Hummus, seine 
Angriffsfihigkeit durch Mikroorganismen usw. noch reichlich unbe- 


‘stimmte Dinge sind. 


Die qualitative Zusammensetzung der Mikroflora. 


In der qualitativen Zusammensetzung der Mikroflora zeigte sich zu- 
nichst ein relativ stirkeres Hervortreten der Pilze gegentiber den 
Actinomycetales (einschl. Proactinomycetes und Mycobakterien) in 
Kulturboden, namentlich Gartenboden, gegeniiber den Naturbéden (mit 
Ausnahme von eigentlichem Waldboden), wie die folgende Ubersicht 


{(Tab. Il) zeigt. 
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Tabelle Il. Zahl der Mikroorganismen in Millionen je 1g Boden (Kocu- Platten), . 
ns | 
} 


August bis September | November bis Dezember 
| : | 7 
gs Sep | atmos) Nerhatinlh th Suse |. ese Gane 
| actinomyc.) | ( bezw.Proa.)|| actinomye.) | (bezw.Prod.) ) 
Wachholderhang 20,5 51,5 (24,0) | 0,40 (0,85)|| 1,75 | 2,55 (1,40) | 0,70 (1,25) ) 
BloBe bass | 5,4 ( 1,65) 0,25 (0,82) )) 0,125 | 0,325 (0,150) | 0,39 (0,83) } 
Acker 27,5 | 30,0 (21,0) |0,92 (1,30)|| 1.35 (5,475 (2,85) | 0,25 (0,47) ) 
Garten , 41,0 |16,5 ( 6,5) |2,5 (6,3) || 2,0 |2,5 (0,50) | 0,80 (4,0) 
Verhiltnis Pilze/Actinomycetales bei 
age hee ies ° Isolierungen von pee lati way Mes ; 
Cholodny- Platten Cholodny-Platten Platten 
Wachholderhang 0,67 = (0,30) 0,082 0,440 
BloBe 1,67 (0,90) 0,120 
Acker | 1,27 (0,94) 0,032 0,092 
Garten he POD peGL 21) 1,33 1,0 
Ratsburg — Steppe 0,125 
Ratsburg — Wald 0,750 


Verhaltnis Pilze/ Actinomycetales (weitere Zihlung auf Kocu-Platten Mai 1944) 


Bergwiese | 0,48 

Wachholderhang 0,78 Fichtenwald 29 
Buchenwald 1,8 Viehweide 3,2 
Garten Noap Kiefernwald | 3.9 


*) andere Zihlung wie oben; vergl. unten Tab. VIII. 


In Wald- und Kulturbéden ist somit das Verhaltnis der Pilze /Actine- 
mycetales gréBer als 1, in unbewaldeten Naturbéden kleiner als 1. 
Diese Angaben gelten indessen nur fiir die Hauptvegetationsperiode. 
Nach dem Winter zu nehmen, wie die in der Ubersicht fiir August/ 
September bzw. November/Dezember mitgeteilten Zahlen zeigen, die 
Pilze offenbar weniger intensiv ab als die Actinomycetales, so dag auch 
der Wert von Gartenboden unter 1 sinkt, wiihrend der Wert fiir den 
Wachholderhang etwas gestiegen ist. Die in () hinzugesetzten Werte 
fiir die Proactinomycetes zeigen, daB diese sich in ungefiihr gleichem 
Verhiltnis dindern wie die eigentlichen Actinomycetales. 

Die Ubersicht zeigt ferner Werte fiir das gleiche Verhiltnis, wie es. 
durch Untersuchung von Cuotopny-Platten gewonnen wurde, weiter- 
hin bei Auswertung der Isolierungen yon CHotopny-Platten (siehe 
unten) sowie bei Isolierungen mit Hilfe von weiteren Kocn’schen 
Platten. Sie alle fiihren zum selben Ergebnis: Stiirkerer Pilzanteil bei 
@artenboden im Vergleich zum Wachholderhang. Endlich zeigt ein 
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Vergleich noch weiterer Boden (zu unterst in der Ubersicht) wiederum 
dasselbe: Wachholderhang und Bergwiese heben sich Kultur- und 
Waldbéden gegeniiber dureh einen geringeren Pilzanteil im Vergleich 
mu den Actinomycetales hervor. Diese Erscheinung kann somit als ge- 
niigend sicher erwiesen gelten. : 

Wesentlicher erscheint noch, daf sich auch in dem Verhiiltnis der 
Bakterien zu den Actinomycetales eine Verschiebung zeigt, die aus der 
nachfolgenden Ubersicht (Tab. IIf) zu entnehmen ist. Actinomycetaies 
(einschl. Proactinomycetes und Mycobakterien) treten also im Natur- 
boden sehr viel stiirker in Erscheinung als im Kulturboden (Wach- 
holderhang gegen Gartenboden). Aufferdem verschiebt sich das Ver- 


Tabelle Ila. Zahl der Mikroorganismen in Millionen je 1g Boden auf 
Kocu- Platten. 


{ August — September November — Dezember 
| Actino- \ | | 
Boden Bakte- | mycetales | Actin. in % || Bakte- Actino- Actin. in % 
rien (Proactino- | der Bakt. rien mycetales der Bakt. 
? | mycetes) a 
Wachholderhang |/120 51,5 (24,0) (42.9 (20,0) || 1,60 (2.55 (1,40)! 160 ( 90) 
BloBe | 14,75 | 5,4 ( 1,65)| 30,6 (11,2) || 0,225 | 0,825 (0,15)| 144 ( 67) 
Acker 185 | 30,0 (21.0) | 22,2 (15,6)|| 1,45 |5,48 (2,85)| 378 (197) 
Garten 115 16,5 ( 6.5) | 14,4 5,7)|| 2,5 |2,5  (0,50)| 100 ( 20) 


Tabelle IIIb. Prozentualer Anteil der Mikroflora bei direkter Isolierung von 
Rosst-CHo.opny- Platten. 


App A fy | Bakterien ohne : Actinomycetales 

Actinomycetales | Cisne Ba cter Azotobacter Aut lOOmBaktenen 
Wachholderhang 42.5 | 36,2 0 | 118 
BloBe 19.8 78,1 0 | 25 
Acker 46,9 | 45,5 4.5 94 
Garten 12.6 49.3 | 8,4 22 


hiltnis zum Winter dergestalt, da die Actinomycetales noch weitaus 
stirker hervortreten und nunmehr auch im Gartenboden fast an die 
Werte des Wachholderhangs herankommen. Das bedeutet mit anderen 
Worten, daB in dieser Hinsicht der Kulturboden gegen den Winter hin 
die Kigenschaft eines Naturbodens annimmt. Da sich aus noch nicht 
yeréffentlichten Untersuchungen von KE. Kuster ergeben hatte, daf 
gerade Proactinomycetes befihigt sind, Humusstoffe anzugreifen, die 
fiir ,,zewohnliche“ Mikroorganismen nicht verwertbar sind, so diirfte in 
dem Verbleiben der resistenten organischen Stoffe im Boden nach dem 
Verbrauch der leicht abbaubaren eine der Hauptursachen fiir das gegen 
den Winter zunehmende Hervortreten der Actinomycetales (einschl. der 
Proactinomycetes) sowie deren Vorherrschen auf Naturboden zu suchen 
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£ 
sein. Es sei noch darauf aufmerksam gemacht, dafi die BléBe im Wach-- 
holderhang bei sehr geringer Mikroorganismenzah! in dem Verhiiltnis: 
der Proactinomycetales zu den Bakterien dem Ackerboden entspricht., 
Wie der untere Teil der obigen Ubersicht zeigt, ergibt sich aus den) 
Zahlen der direkten Isolierungen von CHoLopny-Platten genau dass 
gleiche Bild wie bei Untersuchungen durch Kocn’sche Platten. 

Wir kénnen nach den geschilderten Ergebnissen annehmen, dabi 
die Actinomycetales, namentlich auch die Proactinomycetes!?, eineni 
wesentlichen Bestandteil der autochthonen Mikroflora des Bodenss 
bilden diirften; daB dieser Gruppe eine weit gréBere Bedeutung zu-- 
kommen kénnte als vorher bekannt war, geht insbesondere fiir die Pro-- 
actinomyceten schon aus den Untersuchungen von JENSEN hervor. Ihret 
Zerfallsformen, namentlich die kokkoiden Formen, diirften bei mikro-: 
skopischer Untersuchung von Béden vielfach fiir Bakterien gehaltens 
worden sein (vergl. hierzu auch die weiter unten folgenden Ausfiihrungent 
tiber die Direktisolierungen). 

Es darf jedoch nicht verschwiegen werden, daf solche Untersuchungent 
erheblichen Schwankungen unterliegen kinnen. Die oben angefiihrten be- 
ziehen sich auf das Jahr 1944. Versuche des Jahres 1946 zeigten ein er 
heblich stiirkeres Zuriicktreten der Actinomycetales. Zum Teil lag das ani 
der zeitbedingten Verwendung von Probacit anstatt Bouillon-Pepton-Agary 
zum andern ‘Teil aber diirften die 1946 im Vergleich zu 1944 héherens 
Yeuchtigkeitsverhiltnisse sowie sicherlich auch noch sonstige nicht ohne 
weiteres kontrollierbare Faktoren die Ursache sein. Hinsichtlich solcher 
Ergebnisse sei auf die ausfiihrliche eingangs zitierte Arbeit von M. Horr 
verwiesen. 

Weiterhin interessierte noch das Verhiiltnis der einzelnen Bakterien- 
formen zueinander. Einwandfrei ergab sich (Tab. IV) bei CHoLtopny~ 
Platten sowie bei der mikroskopischen Untersuchung nach Conn und 
Winocrapsky, dai im Naturboden (Wachholderhang und Ratsburg- 


Tabelle IV. Prozentualer Anteil der Bakterien-Formen. 


Kokken | Kokken 7/2 | Stiibchen vars ae ®' 
Wachholderhang 43 “aio Ty aedeeteal 095 - 
BléBe | 95 12.5 35 | 0,36 
Acker | 14,4 72 23 0.31 
Garten 2 HR Oy RE ta | 0.34 
Ratsburg — Steppe | 1,50 


a2 HfL, JENSEN: Proc, Linn. Soc. N.S. Wales 55, 231 (1930); 56, 345 (1931): 
57, 364 (1932); 58, 181 (1933); 59, 19, 101 (1934). O.v. PLorno: Arch. f. Miler: 
biologie 14, 12, 142 (1948). Ferner: R. Boxor: In D. Pruner, Mikrobiologie des 
Waldbodens, J. Springer, Berlin 1933; L. M. Svow: Soil Se. 39, 233 (1935). 
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Acker. Ks muS dabei beachtet werden, daS sich unter ,,kokken“ sehr 
viele Actinomycetales, namentlich Proactinomycetes, befinden. In der 
obigen Ubersicht sind daher zur Berechnung des Verhiltnisses Kokken/ 
Stabchen die Kokken, natiirlich ziemlich willkiirlich, — */2 der geziihlten 
Kokken angenommen. 

Die Untersuchung der verschiedenen Spezialtypen ergab folgenden 
Unterschied zwischen Gartenboden und Wachholderhang. Azotobacter 


Es waren mehr vorhanden: 


Im Gartenboden Im Wachholderhang 
Zellulosezersetzer (10—100-fach) Proactinomycetes (10-fach) 
Denitrifikanten (1—10-fach) Mycobakterien (100-fach) 
Asparaginzersetzer im Friihjahr Actinomycetes (10-fach) 


(100-fach)  Hiwethzersetzer (10-fach) 
Aspergillus niger (im Wachholderhang <Asparaginzersetzer im Herbst 
seltener) (10-fach) 
Azotobacter (fehltim Wachholderhang) 
Gesamt-Mikroorganismen (10-fach) 
Annahernd gleich waren Harnstoffzersetzer, Nitrit- und Nitratbildner. 


erwies sich also wiederum als Kulturform13. Im iibrigen wechseln, wie 
Inan sieht, die Werte bisweilen mit der Jahreszeit: die Asparagin- 
zersetzer sind im Friihjahr’ weit hiufiger im Gartenboden, im Herbst im 
Wachholderhang. Auffallend ist die starke Uberlegenheit des Garten- 
bodens an Zellulosezersetzern, wihrend Nitrifikanten annihernd gleich 
haufig in dem Gartenboden und in dem Boden des Wachholderhanges 
‘sind. Das kénnte fiir die Nitrifikanten auffallend erscheinen, man mu 
jedoch beriicksichtigen, daB ihre Zahl iiberhaupt sehr gering ist (10000 
bis 100000) gegeniiber den Zellulosezersetzern (im Gartenboden 1 bis 
10 Millionen). Daraus geht hervor, da® z.B. in Hinsicht auf die Nitri- 
fikation ein Naturboden, sofern er iiberhaupt dafiir geeignet ist, nicht 
yon einem Kulturboden zu unterscheiden ist. Oder mit anderen Worten: 
Die Charakterisierung eines Naturbodens kann im jeweiligen Fall nur 
immer hinsichtlich einzelner Mikroorganismen-Gruppen erfolgen, je nach 
dem chemisch-physikalischen Zustand des Bodens'4, Bevor rman alle 
-Naturbéden mikrobiologisch genauer beschreiben kann, miibten also 
noch sehr viele Einzeluntersuchungen durchgefiihrt werden. Daf auch 
bei den eben erwiihnten Versuchen die Uberlegenheit des Wachholder- 
hangs hinsichtlich der Actinomycetales hervortritt, mag noch kurz er- 
wiihnt sein. 

Es wurde noch vyersucht, einige weitere Unterschiede zwischen den Béden 
aufzufinden. Erhéhung der Nihrsalzkonzentration auf 120 bzw. 150 °%/o forderte 
18 H. Wenzi: Beih. Botan. Chl. I, 52, 73 (1934); Obl. Bakt. II, 89, 353 
(1934); W. Krause: Planta 31, 91 (1940); W. Fiscuer: Arch. f. Mikrobiologie 


14, 353 (1949). 

14 Beispielsweise ist bekannt, da im Hochmoorboden Zellulosezersetzer 
fehlen (ebenso natiirlich Nitrifikanten), Hier haben wir aber bereits einen 
sehr extremen Bodentyp, verglichen mit einem Kulturboden. Vegi. die ein- 


' gangs gemachte Bemerkung (im 2. Absatz). 


44* 
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auf dem Wachholderhang die Entwicklung der Actinomycetales, Zellulose- 
zersetzer und von Aspergillus, wiaihrend im Ackerboden alle Gruppen bei 
normaler Konzentration am besten gediehen. — In sauerstoffarmer Atmo- 
sphire entwickelten sich aus Wachholderboden mehr Keime (60,7 °/o) als aus 
Ackerboden (39.3 °/o der so erhaltenen Mikroorganismen), — Im Wachholder- 
hang und Ackerboden traten zu 76°/o Mikroorganismen mit ,,festen* Kolonien 
auf, wihrend im Gartenboden 50°. weiche, zerflieBliche Kolonien bildeten 
(vel. OxapA 5), Bis zu einem gewissen Grade entspricht das den Anschauungen 
von G.Rosst und von Wrvnocrapsky (l.c.) iiber das Vorherrschen ,,fester* 
Kolonien in Ackerbéden, wenn auch nach den verschiedensten Methoden im 
Wachholderhang einzeln liegende oder in sehr lockeren Verbiinden vor- 
kommende Kolonien, namentlich von Stibchen, gefunden wurden. 

Sehr eigenartig erschien der hohe Gehalt von He/fen, wie er ins- 
besondere aus den spiiter zu beschreibenden Isolierungen von CHo- 
LopNy-Platten im Wachholderhang festgestellt wurde: 17.6°%o der so 
aufgefundenen Mikroflora! Zweifellos diirften hier Ameisen als Ver- 
breiter in Frage kommen, wie z.B. auch die Fetthefe (Candida Reu- 
kaufii) von einer Petrischale isoliert worden war, tiber die eine Ameise 
gekrabbelt war. Der Beweis dafiir konnte durch Untersuchung von Erd- 
kriimelchen eines Ameisenloches im Wachholderhang erbracht werden, 
wobei sich 35 bis 40°/e der aufgefundenen Mikroorganismen als Hefen 
erwiesen. Wir haben hier also ein schénes Beispiel fiir den Zusammen- 
hang zwischen Mikroorganismen-Vorkommen und Insekten. 

Als weitere Besonderheit sei erwihnt, da’ einmal, und zwar bei Iso- 
lierungen von CuoLopny-Platten, ein Spirillum aufgefunden wurde, und zwar 
im Ackerboden, auf den es vermutlich durch Diinger gelangt war. Es konnte 
allerdings nicht dauernd weiter kultiviert werden. 


Unmittelbare Isolierungen von CuoLopny-Platten. 


Kin wesentlicher Teil der Untersuchungen war, zu versuchen, wn- 
mittelbar im Boden gesehene Mikroorganismen als Einzell-Kulturen zu 
isolieren, weiter zu kultivieren und zu bestimmen. Die Isolierungen 
wurden mit Hilfe des Mikromanipulators ausgefiihrt. Da die Isolierung 
aus dem Boden selbst nicht méglich erschien, wurde sie von Objekttraigern 
vorgenommen, die nach der Rosst-CHotopny-Methode im Boden einge- 
graben waren. Es wurden dazu reine Objekttriiger verwendet, um médg- 
lichst an die natiirlichen Verhiiltnisse heranzukommen, nicht also solche, 
die mit irgendwelchen Zusiitzen versehen waren, die bestimmte Spezia- 
listen hitten auswihlen kénnen. Natiirlich blieben diese Platten un- 
gefirbt. 

Abgesehen von der Schwierigkeit des Erkennens selbst ist die Isolierung 
auch sonst nicht einfach. Die Objekttriiger sind zu trocken. Ein Benetzen 
mit sterilem Wasser empfiehlt sich nicht, da einmal Mikroorganismen abge- 
schwemmt werden und sich nicht mehr in der urspriinglichen charakteristi- 
schen Lagerung befinden, andererseits abgeschwemmte Erdpartikelchen die 
Kapillaren verstopfen kénnen. Daher wurden die Objekttriiger vor dem Iso- 
lieren einige Stunden in eine feuchte Kammer gestellt. Auch dann aber 
iieBen sich hiufig einzelne Zellen nicht aus dem Verbande lisen. Eine 


15 V. Oxapa: Soil. Se. 43, 367 (1937). 
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weitere Schwierigkeit besteht darin, da®8 ja nur in Ausnahmefiillen erkannt 
werden kann, um welchen Spezialisten es sich handelt, die zur Weiter- 
kultivierung notwendige Nahrlésung also nicht darauf eingestellt werden 
konnte. Méglich war es z. B. bei Nitrifikanten mit ihren charakteristischen, 
an Erdpartikelchen sitzenden Kolonien und_ bei Azotobacter. Auch bei 


einigen Zellulosezersetzern gelang es, da sie auch aut gewohnlichen Nihr- 


béden wachsen, nicht jedoch bei der Cytophaga-Gruppe. Diese Formen 
wurden jedoch iiberhaupt niemals in der von der Kultur bekannten Form 
gesehen. Woran das liegt, kann nicht gesagt werden. Entweder sehen sie 
im Boden etwas anders aus oder aber es erfolgt keine Ansiedlung auf den 
Objekttriigern. 

Ein wesentliches Hilfsmittel zur Beurteilung der CuoLopny-Platten bildeten 
die Bodenkammer-1!*6 und die Bodenstaubmethode *7, beide nach CHoLopyy, 
liber die an dieser Stelle noch etwas gesagt sei. Wie CuoLopny selbst schon 
hervorhebt, kann man mit ihrer Hilfe die Sukzession der Mikroorganismen gut 
verfolgen, allerdings ohne unbedingte Gewihr dafiir, da diese in der Natur 


| ebenso verliuft. Es bestitigte sich fiir die Bodenkammer-Methode, daB in 


den ersten 3 Tagen Pilze wuchsen, die gelegentlich fruktifizierten (Peni- 
cillium-, Aspergillus- Arten, Phycomycetes). Daneben stellten sich Actino- 
mycetes ein mit typischen Luftspiralen und spiter Bakterien, die anfainglich 
nur am Rande von Erdpartikelchen erschienen. Vom 5. Tage ab ver- 
schwanden Actinomycetes, Proactinomycetes und viele Staibchen, d.h. sie 
zerfielen. Es beherrschen dann Kokken, Doppelkokken, kokkoide oder 
ellipsoide Formen das Feld, héchstens noch kurze oder zierliche Stibchen, 
besonders in der Umgebung der z. T. in Zersetzung befindlichen Pilzhyphen. 
Pilze und auch Actinomycetes scheinen somit Pioniere der Mikroorganismen- 
entwicklung zu sein. Das oben erwihnte stirkere Hervortreten der Pilze 
gegen den Winter hin diirfte bis zu einem gewissen Grade mit dieser Beob- 
achtung tibereinstimmen. — Die Bodenstaubmethode nach CnoLtopny zeigte 
groBte Ahnlichkeit mit den Bodenplatten nach CroLopny. 

Als erstes ergab sich bei den Isolierungsversuchen, daB die Orga- 
nismen in der Kultur oft ganz anders aussehen als auf der CHoLopny- 
Platte: Kokken erwiesen sich als Proactinomycetes oder Mycobakterien, 
Sporen keimten aus usw. 18. 

Endgiiltig wurden 216 Organismen auf diese Weise als Einzell-Kul- 


turen herangeziichtet, die sich auf 50 verschiedene Arten verteilten. Die 


folgende Ubersicht (Tab. V) gibt eine Aufstellung der isolierten Arten 


und der Fundstelle, wobei bemerkt sei, da& die Identifizierung in 
manchen Fallen nur annihernd durchgefiihrt werden konnte. Die 
weitere Ubersicht (Tab. VI) zeigt an ausgewiihlten Beispielen, wie der 
Organismus im Augenblick der Isolierung aussah und wie er nachher 
in Kultur erschien. Endlich zeigt die letzte Ubersicht (Tab. VII) die Zu- 
gehorigkeit zu den verschiedenen Hauptgruppen der Mikroorganismen. 

Zu diesen Aufstellungen ist nichts weiter zu bemerken. Nur darauf 
sei noch hingewiesen, da® die Zusammensetzung der Mikroflora auf den 
verschiedenen Béden dem auch mit anderen Untersuchungsmethoden 


16 T), CHoLtopny: Arch. f. Mikrobiologie 5, 148 (1934). 
17 T), CHoLopny: Arch. f. Mikrobiologie 7, 286 (1936). 
18 Auch Bodenpilze kénnen im Boden anders aussehen als in Kultur: 


_ W. Kusiona: Arch. f. Mikrobiologie 3, 507 (1932). 


. 
; 
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Tabelle V. Die von CuoLopny-Platten isolierten Mikroorganismen. 
je ena Wachholder Acker Garten BléBe- 
SSS 
Eubacteriales 
1. Nitrobacteriae 1 6 2 1 
2. Pseudomonas denitrificans 5 1 
Sh Re boreopolis 1 1 
4, 7 fluorescens 2 2 
5. ) striata 1 
6. Vibrio agar liquefaciens 2 
7. Cellvibrio flavescens 2 
8. Spirillum spec. 1 
9. Azotobacter chroococcum 3 9 
10. Micrococcus candicans 1 
Ds) Bi vi candidus 1 
12, 55 conglomeratus 1 
ds: - corallinus 1 1 
14. ip perflavus 2 1 
15. 3 roseus 2 i! 1 
16. An sphaeroides 3 3 
17. Sarcina lutea 1 1 
18. Bacterium globiforme*) 2 5 wy 2 
19. pe parvulum 1 1 3 
20. Flavobacterium diffusum at 1 1 
21. Achromobacter nitrificans 1 3 
22. Cellulomonas flava 1 2 1 
ORT Fr rossica 2 
24, Bacillus brevis 2 
phy i fusiformis 1 1 uf 
26. ss megaterium 1 
Py ay mesentericus 2 1 
28. 4 mycoides 2 1 
29. ‘3 repens il 1 1 
30. . nitroxus 1 
37. Pe simplex 1 1 
32. r sphaericus 9 1 
33. rf subtilis 2 2 3 
Summe 31 33 14 32 


stellen sei. 
Zerfall sondern ist von einer schwachen Kontraktion der Zellen begleitet. 
Weitere Untersuchungen iiber die Morphologie dieser ,autochthonen* Form, 
die bei mir einen Anteil von 2,5—83% der Mikroflora der Béden hatte, 
wiren sehr erwiinscht [vgl. H. J. Conn u. M. A. Darrow: Soil Sc. 39, 95 
(1935); G. BrrceG: Manual of determinative Bacteriology 5. Aufl. Bailliére, 


Tindall u, Cox. London 1939; L. E. Torpinc: Cbl. Bakt. II 
98, 193 (1938). — Vel. 


54, 291 (1947)]. 


*) Ich méchte annehmen, da®B diese Form zu den Actinomycetales a 
Allerdings entsteht die Kokkenform nicht durch einfachen 


? 97, 289 (1937/38); 
weiter: H. J. Conn und J. Dimyicx: J. Bacteriology. 


Untersuchungen iiber die natiirliche Mikroflora des Bodens. 673 


Tabelle V. (Fortsetzung.) 


= Wachholder | Acker Garten Blébe 
Ubertrag 31 | 33 14 32 
Actinomycetales 
34, Actinomycetes 11 | 13 2 4 
35. Proactinomyces agrestis 9 4 
36. ry, actinomorphus | il | | 1 
37. a coeliacus 2 a | 1 
88. - globerulus | 2 1 
39, ss polychromogenes | i | na 
40. ra rubropertinctus | 4 | 
41. Mycobacterium lacticola 2 | a | 
42, a phlei 3 + 2 
43, Chlamydobacterium | 1 
Saccharomycetales | | 
44, Mycelhefe 8 | | 1 
45. Sprobhefe 7 | Tek 1 
Mycetes 
46. Hormodendron 1 
47. Rhizopus 1 | 
48, Aspergillus 1 1 1 
49, Penicillium 1 2 
50. Mucor | 1 
Gesamtzahl 82 eG, 0 hy Marnie At 


gewonnenen Bild entspricht, wie oben mehrfach ausgefiihrt wurde. Ins- 
-besondere sei aber noch darauf hingewiesen, dai diese CHoLtopny-Iso- 
lierungen ziemlich genau den Werten entsprechen, die sich aus weiteren 
Isolierungen von Kocn’schen Platten ergaben, die zum Vergleich vor- 
: genommen wurden (s. Tab. VIII) 19. Da diese Zahlungen nicht sehr um- 
-fangreich sind, so ist die Ubereinstimmung namentlich im Gegensatz 
-Wachholderhang zu Gartenboden, recht iiberzeugend, vor allem, wenn 


man die so verschiedenartigen Isolierungsmittel beachtet. Jedenfalls 
-k6énnen die Kocn’schen Platten, was etwas tiberrascht, ein einigermafen 
pefriedigendes Bild dieser Verteilung ergeben, vorausgesetzt natiirlich, 
da® die fiir die jeweiligen Gruppen geeigneten Spezialnahrbéden ver- 


wendet werden. 


19 Es handelt sich um den in Tab. II, Mitte rechts schon kurz angefiihrten 
Vermerk. 
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Tabelle VI. Charakteristika einiger Isolierungen auf CHOLODNY-Platten 


und in 


Kultur. 


r,t 


Bei der Isolierung 


Aussehen der Kolonien 


i rwendeter 
ines cael “Nahrboden beim Isolieren *) in Reinkultur 
1. Nitrobacteriae NO,- und NH,- | Stiibehen an Hu-  durchsichtig farb- 


. Pseudomonas 


Vibrio 


Azotobacter 


. Micrococcus 
candicans 


Or 


candidus 


conglomeratus 


corallinus 


perflavus 


roseus 


sphaeroides 


Agar 


NO;-Agar 


Bouillon-Pepton- ) 


und NO,-Agar 


Mannit 


Bouillon-Pepton- | 


Agar 


mus; Einzelstiib- 


chen: kleine Kurz- | 


stibchenkolonie 
in lebhafter Bewe- 


lose bis gelbliche, 
| flachige oder 
/kleine Kolonien 


gung: groBe Stab- | 
chenkolonie mit | 


Langettenrand 


Stibchenhaut; 


schlanke Doppel- | 
/stibchen: lockere | 


Kolonie, Strom- 
stiibchen 


Krummstabchen- 
kolonie mit ge- 
franstem Rand; 
plumpe Staébchen 
an Humus 


Schleimhof- 
kolonie 


Kokken in 
'lockerem Ver- 
band 


'Kokken im 
,»treien*® Raum 


Kokkenklumpen 


| winzige Kokken 
in Hiiufehen 


kleine Doppel- 
kokken in ge- 
lappter Kolonie 


Kokkenstiibehen 


| 
| 
| 
| 


: Stibehen aus 
Doppelkokken 


*) Beim Isolieren konnte keine Eigenfarbe festgestellt werden. 


_ weibe bis rétliche, 
aufliegende 
Fliche, z. T. keine 
/scharfen Riander 


| farblos bis gelb- 
braun, Rand un- 
einheitlich 


glinzende, farb-_ 
lose, spiiter 

dunkle Kolonien 

in Schleimhiille 


lippige, weib- 
glinzende Hiigel 


glinzend weibe 
Fliaiche 


gelbliche Hiigel, — 

flachere, dureh- 

sichtige Rand- 
zone 


rote Punkte 


lebhaft gelbe 
Fliche mit lappig: 
gewelltem Saum 


leuchtend rote, 
starke Kolonie 


weibliche 
Klumpen; Rand- 
zone durchsichtig 
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Bakterienart 


Bei der Isolierung 
verwendeter 
Nahrboden 


Aussehen der Kolonien 


beim Isolieren 


in Reinkultur 


bs 


10. 


108 


Sarcina 


Bacterium 
globiforme 
parvculum 


Flavobactertum 


Achromobacter 


Cellulomonas 


Bacillus 
brevis 
fusiformis 
subtilis 


megaterium 


mesentericus 


mycoides 


nitroxus 


repens, 
simplex 


Bouillon-Pepton- 
Agar 


Bouillon-Pepton- 
und NO,-Agar 


Bouillon-Pepton- | 
Agar 


Bouillon-Pepton- 
und NO,-Agar 


Bouillon-Pepton- 
Agar 


chen in lockerem 


| Stébchenfeld an 


| Stiibehen mit 


| Stibchenketten 


groBe ,Kokken*-— 
sporen 


chen; groBe ellip- 


Kokkenanhiu- 
fung, Tetraden 


kleine Kokkoide, 
Mitte lockerer; 
Kurzstibchen: 
Stabchenkolonie, 
Rand lockerer 


kleine Staibchen 
zu 1—4 zusammen 
an Erde 


schlanke Stib- 


Feld 


schlanke Stib- 

chen an Humus; 

dichte Stiéibcehen- 
kolonie 


Zerstromtes Stab- 
chenfeld; Doppel- 
stibchen an Pilz- 
faden; durchsich- 
tiger Schleier an 
Aktinomyzet; 
Feld langer 
Sporenstibchen 


Humus-stabchen 
mit Inhalts- 
k6rpern 


erobe, regellose 


Struktur 


als Sporen; St&b- 
chenfeld 


beulenartiges 
Feld von zuge- 
spitzten Stab- 


soide-Sporen 


gelb, Rand z. T. 
aufgelockert 


farblos durch- 
sichtige Punkte 


gelbe, weiche 
Decke 


kleine schmutzig- 
weibe Kolonien, 
Rand unscharf 


tippig zitronen- 
gelb 


Schmutzig weiBe, 
feucht glanzende, 
oft viskose 
Schicht, Rand zer- 

franst, behaart 


creme, schmierige 
Schleimschicht, 
Rand zerfahren 


weiche Creme- 
schicht, Rand ge- 
lappt, loeckig 


schmutzige 

Schleimschicht, 

Rand lockig ver- 
astelt 


gelbliche, scharf 
begrenzte 
Kolonie 


'farblos dureh- 


sichtige z. T. kér- 
nige Kolonien 
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Tabelle VI. (Fortsetzung.) 


Bakterienart 


Bei der Isolierung 
verwendeter 
Nadhrboden 


Aussehen der Kolonien . 


beim Isolieren 


in Reinkultur 


11. Bacillus 
sphaericus 


12. Actinomycetes 


13. Proactino- 
mycetes 


14. Mycobacteriae 


Bouillon-Pepton- 
Agar 


Bouillon-Pepton- 
Agar 

und Krainsky- 
Agar 


Waksman- 

Jensen- und 

Bouillon-Pepton- 
Agar 


Séhngen- und 
Bouillon-Pepton 


Lichtbrechende 
groBe Doppel- 
sporen; einzelne 


Stiibechen mit Hof . 


Sporen; Faden- | 


bruchstticke; 
rechtwinklig ver- 
zweigte Myzelien 


Kurzstibchen; 
Krummstaébehen 
in lockerem Ver- 
band; Staébchen- 
myzel, Kokkoide, 
hautartige Kurz- 


stiibchenkolonie; | 


Winkelstibchen 


Kokken myzel- 
artig aneinander- 
gereiht; Kurz- 
stibchenfiden, 
auseinander- 
brechend; Stiéb- 
chen; Kokkoide 


| gelblich-braune ; 
Flache 


Hiigel, Hexen- — 
| ringe, kérniger- 
| Belag, Biischel, — 
| kalkweiB, rosa, 
rot, grau, griin- 
lich, bréunlich, 
Rinderverzweigt, , 
/Medium oft mit- — 
| gefarbt 


| 
_durchsichtig farb- | 
| los bis rot und 
braune Polster, 


Rand oft veristelt | 


| 
| ‘ 


, 
| gelb bis orange 
| Punkt- und 

| Flachenkolonien 
Rand z. T. fadig, 
sonst scharf 


Tabelle VIL. Verteilung der CuoLopny-Isolierungen auf die verschiedenen 
Mikroorganismengruppen. 


Wachholder Bléfe Acker Garten 

Nitrifikanten Lined 2.4 9,1 g4 | 
Pseudomonadaceae 9,4 12,2 1,5 16,8 
Azotobacter 0 0 45 8,4 
Coccaceae 13,0 49 Dsl 4,2 
Bacteriaceae 7,0 29,3 13,7 8,4 
Bacillaceae 57 29,3 12,1 11S 
Actinomycetes 13,1 10,0 19,7 8,4 
Proactinomycetes 20,0 | 4,9 18,1 4,2 
Mycobacteriaceae 9,4 | 4,9 / 9,1 0 
Chlamydobacteriaceae 0 0 0 4,2 
Saccharomycetes 17,6 0 i155 8,4 
Mycetes (ohne Hefen) 3,5 2,4 1,5 16,8 
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Tabelle VII. Prozentuale Verteilung der Mikroorganismengruppen bei 
Cuonopny- (bzw. Kocu-) Isolierungen. 
SS eee eee 


Boden | Bakterien | etinomycetales | Pilze Bias hoi 
Wachholderhang 36,2 (42,2) 42,5 (27,3) | 8,5 (12,0) 
BléBe 78,1 (58,9) 19,8 (20,5) | 
Acker 50,0 (57,1) 46,9 (39,3) | 1,5 ( 3,6) 
Garten 57,7 (45,5) 16,8 (27,3) | 16,8 (27,2) 

Zusammenfassung. 


Die Untersuchung eines Naturbodens (Wachholderhang) im Ver- 
gleich zu Kulturbéden (Garten, Acker) mit den verschiedensten Me- 
thoden ergab ein kleineres Verhaltnis Pilze/Actinomycetales fiir den 
Naturboden und ein starkes Hervortreten der Actinomycetales und 
Kokken gegeniiber den Bakterien baw. Stéibchen. Gegen den Winter zu 
nimmt der Kulturboden im zunehmenden Anteil der Actinomycetales 
die Eigenschaften eines Naturbodens an. 

Es wurden 216 Einzell-Isolierungen direkt von CHotopny-Platten 
vorgenommen, die sich auf 50 verschiedene Arten verteilten. Somit ist 
zum ersten Male die unmittelbare Isolierung von Mikroorganismen aus 
Boden gegliickt. Das Aussehen der isolierten Mikroorganismen weicht 
u. U. erheblich vom Aussehen in der Kultur ab. 

Azotobacter fehlt dem Naturboden. Hefen sind u.U. sehr zahlreich, 
was auf einen Zusammenhang mit Ameisen zuriickgefiihrt werden 
konnte. 

-Beziiglich weiterer Einzelheiten sei auf die ausfiihrliche Dissertation 
verwiesen. 


ome 


(Aus dem Botanisch-Mikrobiologischen Institut der Technischen 
Hochschule Karlsruhe.) 


Beitriige zur Biologie 
und Entwicklungsgeschichte der Myxobakterien., 


Von 


H. KUALWEIN. 
Mit 10 Textabbildungen. 
(Eingeyangen am 20. August 1948.) 


Die Myxobakterien nehmen im System der Bakterien eine untergeordnete + 
Stellung ein. Schon Erwry Baur, dem wir aus dem Jahr 1904 eine kleine } 
Studie iiber diese Organismen. verdanken, wies darauf hin, dai die ganze} 
Gruppe meist voilig mit Stillschweigen iibergangen oder als Organismen von | 
sehr zweifelhafter Stellung erwihnt werden. Zwar ist inzwischen durch JAHN | 
(1924) die Giiltigkeit dieser Feststellung Baurs abgeschwicht, doch keines- - 
wegs aufgehoben worden. JAHNs Monographie der Polyangiden erstrebte ' 
nur eine Vollstiindigkeit in systematischer Hinsicht, so daf auch heute nach | 
weiteren 20 Jahren unsere Kenntnisse iiber die Biologie der Myzobakterien | 
recht liickenhaft sind. 

Die ersten sicheren Angaben tiber Myxrobakterien stammen von THAXTER, . 
der ihnen auch den Namen gab. Er beschrieb eine Reihe von in Amerika. 
vorkommenden Arten und erkannte auch bereits, dai es sich um Organismen | 
mit Schizomycetennatur handelt. Den aus der Zeit um 1897 stammenden | 
Arbeiten THaxters folgten dann auch in Deutschland einige wenige, die sich 
mit dem Vorkommen, der systematischen Stellung und der Entwicklungs- 
geschichte derselben beschiftigten. Unter ihnen haben uns eigentlich nur 
i. Baur (1904), Korter (1913) und Jann (1924/1936) eingehende Beobach- 
tungen vermittelt. Im einzelnen hat Jann in der erwihnten Polyangiden- 
monographie sich schon sehr kritisch mit dem vorhandenen Schrifttum aus- 
einandergesetzt, so daB wir uns hier mit diesem Hinweis begniigen kénnen 

Auf Grund des derzeitigen Standes unserer Kenntnisse iiber die 
Myxobakterien sind wir zwar in der Lage, den Entwicklungsablauf 
in groBen Ziigen zu iibersehen, iiber ihre Bedeutung im Stoffkreislauf 
sind wir aber nicht anniihernd so gut unterrichtet. Unsere Unter- 
suchungen dienten dazu, die Biologie der Myxobakterien, vor allem die 
ernihrungsphysiologischen Grundlagen derselben, niiher kennen zu 
lernen. Dabei driingten sich naturgemi® auch Fragen ékologischer, 
systematischer und entwicklungsgeschichtlicher Art auf. Soweit sie 
bearbeitet sind, wurde vergleichsweise auch auf friihere Ergebnisse ein- 
gegangen und diese muBten einer Kritik unterzogen werden. Wenn die 
Arbeit schon jetzt zum Abschlu8 gelangt, so soll damit kein Anspruch 
auf Vollstindigkeit erhoben werden. Eine Reihe von Problemen, die im 


Beitrage zur Biologie und Entwicklungsgeschichte der Myxobakterien. 679 


Verlaufe der Untersuchungen auftauchten, konnten nur andeutungs- 
weise erwéhnt werden. 


1. Vorkommen und Systematik. 
a) Vorkommen. 


Die Myxobakterien sind wohl in der iiberwiegenden Mehrzahl da- 
durch bekannt geworden, dab sie im Gegensatz zu allen anderen Bak- 
terien sehr auffallende Fruchtkérper bilden. Die Auffindung der Frucht- 
k6rper gentigt aber nicht zur Entscheidung der Frage, wo in der Natur 
die primaire Entwicklung vorzugsweise stattfindet. Lieskr (1926) hat 
diese Frage schon aufgeworfen, und wir miissen sie heute aufs neue 
stellen. Die Literatur tiber Myzxobakterien berichtet ziemlich tiberein- 
stimmend von den Fundorten. Als solche werden vor allem genannt der 
Mist von Pflanzenfressern, seltener auch faule Blatter, verrottete 
Zweige, Flechten und Rinden. Nur einmal findet sich die Angabe 
(Korter 1913), da® auch auf Mist von Feldmiéusen sehr reichlich Myxo- 
bakterien vorkommen. ,,Frischer Mist liefert dagegen, wie man leicht 
feststellen kann, keine Myzxobakterien. Daraus folgt, dai die Keime 
nachtriglich durch den Wind oder vom Boden her auf das Substrat ge- 
langen* (JaHn 1936). 

Ausgehend von der Vermutung, daf es sich bei den Myxobakterien 
doch wohl um typische Bodenorganismen handele, versuchten wir 
zuniichst die Primirentwicklung festzustellen. Im Trockenschrank 
bei 100°C sterilisierter Hasen- und Miusemist wurde aus den Petri- 
schalen direkt auf Erde geschiittet und diese etwas angehaufelt. Das 
Auslegen geschah bei Regenwetter in der Zeit vom 10.11. bis 15. 11. 
1943. Danach wurden die Mistkugeln unter sterilen Bedingungen in 
Petrischalen gesammelt, gut angefeuchtet und im Brutschrank bei 33° C 
gehalten. Am 21.11.1943 wurden bereits die ersten kleinen Fruchtkorper 
von Myzxococcus virescens auf Hasenmist und Myxococcus 7uUbescens 
auf Miusemist gefunden. Eine weitere so vorbehandelte Kultur ergab 
in reichlicher Menge Polyangiwn fuscum und daneben Myxococcus 
virescens. In weiteren Versuchen wurde Miusemist in Mullsiickchen 
trocken sterilisiert und auf Erde unter faulem Laub ausgelegt. Nach 
einer Exposition von 7 Tagen (29. 11. bis 7. 12.1942) wurde wie oben 
erwiibnt weiterbehandelt. Am 15. 12. 1943 stellte sich in reicher Menge 
Myzxococcus virescens ein. Desgleichen wurde steriler Kaninchenmist 
in Mullsiickchen verpackt, am 27. 12. 1943 in Erde (leichter Sandboden) 
in etwa 10cm Tiefe in einen Garten in Saarbriicken eingegraben, am 
2 1.1944 steril entnommen und in Petrischalen weiterkultiviert. Die 
ersten Myxococcus-Fruchtkérper erschienen am 18.1.1944. Fast zu 
gleicher Zeit wurde in derselben Weise in einen Buntsandsteinverwitte- 
rungs- und einen Muschelkalkboden in Eckartsberga in Phiiringen 
Kaninchenmist ausgelegt, ohne daB sich bei der darauffolgenden Kultur 
Myxobakterien einstellten. Im Dampftopf sterilisierter Mausemist (an 3 


-aufeinanderfolgenden Tagen je eine Stunde sterilisiert) wurde mit einer 
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Erdaufschwemmung iibergossen, die aus 5g Gartenerde und 500 cem) 
aqua dest. bereitet war. Die Kulturen standen vom 19. 1.1944 an imt 
Brutschrank bei 33°C und zeigten bereits am 26. 1.1944 in zahlreichen 
Parallelkulturen eine tippige Fruchtkérperentwicklung von Myxococcus § 
virescens. : 

Der in der iiberwiegenden Mehrzahl positive Ausfall der Versuche } 
bestiitigt uns also, daB es sich um weitverbreitete Bodenbakterien han- - 
delt, die sich gleich anderen zahireichen Formen der Bodenflora in der: 
fruktifikativen Phase als koprophil erwiesen. 


Die mehrfach in der Literatur gemachte und von JaHNn noch 1936} 
geiuBerte Feststellung, daf frischer Mist niemals Myxobakterien liefert, , 
deutet darauf hin, daB das Substrat erst nach lingerem Liegen im| 
Freien einer Infektion zugiinglich ist, die vom Boden ausgeht. Es soll! 
nicht bestritten werden, daB das in vielen Fallen richtig ist, doch \ 
diirfte es nicht der einzige Weg der Infektion sein. In zahlreichen Kul - 
turen von Kaninchen- und Meerschweinchenmist, der ganz frisch aus} 
Stillen entnommen wurde, erhielten wir oft schon nach wenigen Tagen , 
eine diuBerst iippige Entwicklung von Myxococcus virescens und teil - 
weise auch von rubescens, Myxococcus rubescens einmal auch aut | 
Miusemist, der ganz frisch direkt in eine angeschnittene Melonenfrucht | 
abgelegt war, mit dem Erdboden also gar nicht in Beriihrung kam. 
Diese Befunde sprechen viel eher dafiir, daB die Infektion nicht erst, 
vom Boden her zu erfolgen braucht, der Kot vielmehr schon mit der 
Infektion den Darm verliBt. Folgender Fiitterungsversuch mit weiben 
Mausen erbrachte dafiir den Beweis: Vom 22.2. bis 26. 2.1944 wurde : 
tiglich der Kot weiBer Miiuse gesammelt und in Kultur genommen. Am 
26. 2.1944 wurde die normale Fiitterung unterbrochen, den Miiusen mit - 
einer sterilen Pipette eine Aufschwemmung  sterilisierter Milch mit. 
Zysten von Chondromyces-Fruchtkérpern verabreicht und in den 
nichsten 24 Stunden keine weitere Nahrung gegeben. Der nach der 
Viitterung sorgfiiltig gesammelte Kot zeigte in der Kultur am 9.3. 1944 
Chondromyces-Fruchtkérper neben einer sehr ausgiebigen Entwicklung 
von Penicillium, wihrend in den vorher gesammelten Kotproben nur 
letzteres gefunden wurde. Das iiberaus hiiufige Auftreten der Myxo- 
bakterien auf dem Mist von Pflanzenfressern ist so zu erkliiren, da 
schon mit der Nahrung diese Organismen aufgenommen werden und den 
Verdauungstraktus unbeschiidigt durchlaufen. Dies ist auch der Grund 
dafiir, weshalb gerade bei einem Allesfresser wie der Maus stets eine 
sehr tippige Entwicklung von Myzrobakterien beobachtet wird. 

Unverstindlich scheint uns die Annahme Jauns, die Infektion 
kénnte auch durch den Wind erfolgen. Fiir hochorganisierte Formen, 
wie z.B. die Chondromyces-Arten mag dies noch zutreffen, da die 
Zysten an den Stielen der Fruchtkérper leicht abfallen, bei den Myzo- 
coccaceen, die zweifellos die verbreitetsten sind, ist das nicht so. Die 
Sporen der Myrococcus-Fruchtkérper sind von einer dicken Schleim- 
hiille umgeben bzw. darin eingebettet. Sobald nun die entsprechenden 


Beitrige zur Biologie und Entwicklungsgeschichte der Myxobakterien. 681 


AuBenbedingungen eintreten, die die Existenz der Fruchtkérper hin- 
fallig machen, etwa starke Abnahme der Luftfeuchtigkeit, kénnen wir 
deutlich beobachten, daf diese schleimigen Gebilde bald zusammen- 
schrumpfen und sehr hart werden. In diesem Zustand i&%t sich nur 
noch mit der Impfnadel etwas abkratzen. Aus einem so erhirteten 
Fruchtkérper ist eine Ubertragung von Sporenmaterial durch den Wind 
unmoéglich, doch wird eine Infektion des Mistes eher dadurch erfolgen 
kénnen, da Erdpartikelchen mit vegetativen Entwicklungszustinden 
auf denselben gelangen und dort in die fruktifikative Phase tibergehen. 
Der weitaus einfachste Weg wird aber zweifellos der direkte sein, 
indem mit der Nahrung schon die Keime aufgenommen werden und 
durch den Organismus hindurchwandern. 


b. Systematik. 


Die Systematik der Myxobakterien ist von Jann (1924) sehr ein- 
gehend behandelt worden. Im groBen Ganzen 1é6t sich dieselbe ziem- 
lich klar iiberblicken. Es sind eigentlich nur drei Haupttypen, die sich 
in der fruktifikativen Phase gut voneinander unterscheiden. Die ein- 
fachsten Formen sind die von Jaun als Myxococcaceen zusammenge- 
fafBten; eine Mittelstellung nehmen die als Archangiaceae und Sorangia- 
ceae bezeichneten Arten ein und dem vierten Formenkreis gehéren die 
héchst differenzierten Myxobakterien an, die Polyangiaceae. 


1. Myxococcaceae. 
(Allgemeine Charakteristik bei Jaun 1924.) 


Myzxococcus virescens Thaxter 1892: SporengréBe 1,8—2 y. Weitere Be- 
schreibung bei Tuaxrer. Jann berichtet tiber Myxococcus virescens, da8 ihm 
diese von Tuaxter als griinlich-gelb bezeichnete Form niemals begegnet ist. 
Wir fanden Myzococcus vir. weitaus am haufigsten auf Mist von Damwild, 
Kaninchen, Meerschweinchen und Mausen, der in Karlsruhe und der niheren 
und weiteren Umgebung (Rheinauen bei Karlsruhe, Winden/Pfalz) gesammelt 
wurde, desgleichen in dem Karlsruher Botanischen Garten. 

Myzxococcus rubescens Thaxter 1892 (Myrococcus julvus Schroeter). 
SporengréBe 1,2—1,5 y. Fruchtkorper rund bis liinglich, oval mit mehr oder 
minder deutlichem Fuf. Fruchtkérper von hellrot glasiger Farbe bis dunkel- 
ret. Durchmesser bis 300 y. Auf Rotwild-, Hasen-, Meerschweinchen- und 
Miusemist aus Karlsruhe und den Schwarzwaldvorbergen. Die von Jann als 
Myzxococcus rubescens var. albus beschriebene Form halten wir nicht fiir 
eine besondere Varietit. Sie wurde auch von uns beobachtet und ist sicher 
stoffwechselphysiologisch bedingt, worauf a. a. OQ. niher eingegangen wird. 

Myococcus megalosporus Jahn. SporengréBe bis 2,4 w. Fruchtkérper 
rundlich, von brauner Farbe, Durchmesser der Fruchtkérper bis 150 y, auf 
Rot- und Schwarzwildmist. 

Myxococcus digitatus n. sp. Sporen 2y. Lange der Arme 80-—120 4, 
20—30  breit. Fruchtkérper hellrot, farblich etwa mit den Fruchtkérpern 
von Myxococcus rubescens iibereinstimmend. Es handelt sich um eine sehr 
ausgeprigte Form, die sich eindeutig von den als Myxococcus digitatus 
Quehl und Myzococcus coralloides Thaxter beschriebenen unterscheidet. Die 
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Art wurde einmal gefunden auf Damwildmist aus dem Karlsruher Stadt 
garten. Sie zeichnet sich durch besonders iippige Fruchtkérperbildung au 
so da wiihrend der Hauptentwicklun 
alle andern Mikroorganismen, besonders 
Schimmelpilze, vollstindig unterdriickt 
werden (Abb. 1). ; 
Myxococeus coralloides Thaxter. Sporen 
etwa 1,54, Linge der Fruchtkérperfortsatze 
30—40u, Fruchtkérper zum Teil riemliclh 
flachig entwickelt, rasenbildend, stark ver- 
zweigt. Farbe ganz schwach rotlich. Einzelne 
Fruchtkérperstiicke sehr sehwer aus dem 
Verband zu lésen. Sehr haufig auf Hasent 
und Rehmist aus Villingen (Zentralschwarz- 
wald), einmal auf Kaninchenmist aus dem 


mass ss Forchheimerwald bei Karlsruhe. : 
Abb. 1. Myzocoecus digitatus nov. ; q 
spec. Vergr. 320 mal. 2. Polyangiaceae. : 


Polyangium fuscum Thaxter 1904. Lange 
der Stiibchen 83—4u, Zysten 50—60u, Form kugelig bis oval, meist mehrere 
bis zahlreiche Zysten zu Hiufchen vereinigt. In jungem Zustand hell, 
fleischfarben, dann in briunlich bis tiefrostbraun tibergehend. Auf sterilem 
Hasenmist aus Gartenerde von Karlsruhe und Saarbriicken isoliert. 


Melittangium boletus Jahn 1924. Die Form wurde nur einmal auf Reh- 
mist von Villingen im Schwarzwald gefunden. : 


Chondromyces crocatus Berkeley and Curtiss 1857. Liinge der Staébchen 
in den Zysten 5—6 4, Zysten 12 >< 30 4, Form linglich, basales Ende beinahe 
eckig, apikales abgerundet, zuweilen mit zwei Ansatzstellen. Zysten in mehr 
oder minder groBer Zahi an den Enden der Verzweigungen. In jungem Zu- 
stand weif, dann gelb werdend. Zystophor schlank bis gedrungen, gerieft, 
in jungem Zustand weiBlich, dann gelb bis orange werdend. Basales Ende 
trichterformig erweitert. Héhe des Zystophorg bis 1mm. Einmal auf Dam- 
wildmist aus dem Karlsruher Stadtgarten. 

Der zweifellos schwichste Punkt im derzeitigen System der Myxobak- 
terien ist die Klassifikation. Sorangiaceae und Polyangiaceae zeichnen 
sich dadurch aus, dafs mehr oder minder ausgepriigte Zysten gebildet 
werden und im Gegensatz zur grofien Gruppe der Myxococcaceae die 
Stabchen in der fruktifikativen Phase niemals in Kokkenform iiber- 
gehen. 

Besonders charakteristisch ist bei den Polyangiaceae die Auspri- 
gung einer wesentlich differenzierteren Form des Fruchtkérpers als bei 
Myxococcaceae, Archangiaceae und Sorangiaceae. Wie a.a.QO. noch 
zu berichten ist, zeigt sich aber innerhalb der Polyangiaceae eine 
Labilitét der Fruchtkérperform, die soweit gehen kann, da® héchst 
differenzierte Arten wie etwa Chondromyces auf der Organisationsstufe — 
der Janunschen dArchangiaceae stehen bleiben. Es wiirde sich sicher- 
lich als zweckmiBiger erweisen, die Myxobakterien nur in zwei grobe- 
Gruppen zu teilen, in die Myxococcaceae und in die Chondromycetaceue, : 
wobei sich fiir die letzteren eine fortschreitende Differenzierung von 
den einfachsten.Formen etwa der Gattung Archangium bis zu der 

y 
3 
. 
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hochstentwickelten Stufe der Gattung Chondromyces ergeben wiirde. 
Eine solche Einteilung wiirde auch den entwicklungsgeschichtlichen 
Verhaltnissen gerecht werden. - 

In neuerer Zeit ist wiederholt in der Literatur (KrzEMIENIEWSKA 
1933, RippeL und FLEHMIG 1933, STANIER 1940, FAHRAEUS 1941) auf die 
morphologischen Beziehungen zwischen Myxobakterien und Cytophaga- 
Arten hingewiesen worden. Die Ahnlichkeit der von Ripper und FLEn- 
mic untersuchten /tersonia ferruginea mit Myxococcus ist so grok, dali 
sie vorschlagen, diese Mikroorganismen als Hemi-Myxobakteria den 
Eu-Myxobakteria anzugliedern. Stanier! will auf Grund seiner ,,Studies 
on the Cytophagas“ alle Cytophagen, die Mikrocysten bilden, mit dem 
neuen Genus Sporocytophaga in die Familie der Myxococcaceae stellen 
und der neuen Familie der Cytophagaceae mit dem Genus Cytophaga 


alle ohne Mikrocystenbildung zuordnen. Ein wesentlicher Unterschied 


zwischen den Cytophaga-Arten und den Myzxobakterien ist offenbar 
der, da® erstere keine Fruchtkérper bilden. Auch ist die fiir die Cyto- 
phagen als typisch angesehene Substratspezifitit (Zellulosespezialisten) 
unter den Myxobakterien lingst nicht so ausgepragt. 

Mit welcher Berechtigung wir die Cytophaga-Arten zu den Myzo- 
bakterien rechnen kénnen, miissen vergleichend morphologisch-physio- 
logische Untersuchungen erweisen. Wir moéchten uns vorerst einer 
Stellungnahme enthalten, da uns geeignete Cytophaga-Stimme bisher 
nicht zur Verfiigung standen. 


2. Allgemeine Kulturbedingungen fiir Myxobakterien. 


Im Zusammenhang mit derVerbreitung haben wir auf das haufige 
Vorkommen der Myzobakterien auf dem Mist von Pflanzenfressern 
hingewiesen. Auch im Laboratorium gelingt es leicht, auf diesem natiir- 
lichen Substrat Myxobakterien zu kultivieren. Wir verfuhren so, dah 
wir Mist von Hasen, Meerschweinchen und Mausen, der sich als be- 
sonders vorteilhaft erwies, beimpften. Auf diese Weise erhalt man 
leicht die entsprechenden Formen in reicher Menge. Gleichzeitig 
werden Begleitorganismen zum gréBten Teil ausgeschaltet, so daf man 


auf diese Weise am raschesten zu Reinkulturen gelangen kann. Ent- 


gegen den Literaturangaben (JAHN 1936) eignet sich als Kulturmedium 
auch bei 160° trocken sterilisierter Mist, allerdings sind Wachstum und 
Fruchtkérperbildung hier wesentlich geringer im Vergleich zu Auto- 
klavsterilisation bei 100°C. 

Abgesehen von den verschiedenen Angaben iiber die Kulturen auf 
natiirlichem Substrat (siehe JAHN 1924 und 1936), liegen iiber die Kultur- 
bedingungen auf kiinstlichen Nihrbéden nur wenige Daten vor. LIESKE 
(1926) fiihrt als Grund, weshalb bei den iiblichen Bodenuntersuchungen die 
Myzxobakterien bisher iibersehen wurden, an, da’ ein Wachstum derselben 


. i Herrn R. Y.Sranter von den Bact. Labor. Indiana University, Bloo- 


nington, Indiana, U.S. A., danke ich fiir die Ubersendung seiner Cytophagen- 


_ Separate. 
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auf unsern gewohnlichen Isolierungsnihrbéden nicht méglich ist. Wir nehme 
an, daB Lieske mit Isolierungsnéhrbéden Agar und Gelatine meint und hab 
gerade auch diese Substrate auf ihre Brauchbarkeit fiir die Kultur der Myz 
bakterien untersucht und sind hierbei zu ganz andern Ergebnissen ¢ 

kommen, woriiber wir im Folgenden berichten. 7 i 


Um Einblick in die allgemeinen Kulturbedingungen zu bekommen, be- - 
reiteten wir uns zuniichst eine Anzahl fliissiger und fester Nihrbéden und | 
verwendeten als Grundlage méglichst natiirliche Substrate. Von verschiedenen 
Mistproben wurden Ausziige hergestellt und diese direkt oder mit Agar ver- - 
arbeitet beimpft. Wir beschriinkten uns darauf, Myzococcus rubescens, , 
virescens und Polyangium fuscum zu untersuchen. Verfolgt wurde die Eat- - 
wicklung der aus den Fruchtkérpern entnommenen Sporen. Uber den Vor- - 
gang der Sporenkeimung hat schon Baur (1904) einige Angaben gemacht. Er’ 
strich Sporen von Myzococcus ruber am Deckglas aus und gab darauf einen . 
Tropfen Mistdekokt. Schon nach 5 Stunden trat Keimung ein. Fiir Myzo- 
coccus rubescens \auten die Angaben wieder anders, und TuaxTer (1897) 
erzielte Keimung, indem er die Sporen in geschmolzenen Nahragar einschloB | 
und erstarren lieB, eine Methode, mit der Baur bei simtlichen Myzxococc _ 
Arten keinen Erfolg hatte. Korter (1913) weist ferner die Baurschen A 
gaben, das Kocu’sche Plattenverfahren eigne sich nicht zur Kultur der Myx 
bakterien, zuriick und berichtet von hiufigen Beobachtungen der Sporen- 
keimung im Innern des Agars. Da innerhalb verschiedener Rassen von 
Myzxococcus rubescens solche Unterschiede im physiologischen Verhalten bi 
stehen, erscheint uns recht zweifelhaft. Diese divergierenden Untersuchungs: 
befunde lassen sich auf Grund eigener Erfahrungen eher darauf zuriick 
fiihren, daB fast immer Substrate Verwendung fanden, die vdéllig unzu 
reichend definiert waren. Ein Naihrboden aus einer Mistabkochung + 2% 
Agar (Baur 1904) kann beziiglich der Konzentration der Nahrstoffe der 
artigen Schwankungen unterliegen, daB eindeutige Versuchsergebnisse nich 
erwartet werden kénnen. 


Unsere eigenen Kulturversuche fiihrten zu folgenden Ergebnissen 
Bei der Kultur im hingenden Tropfen keimten Sporen von Myxococcus 
rubescens in Meerschweinchenmistwasser (10g frischer Meerschweinchen- 
mist in 5ccem aqua dest. 10 Minuten gekocht und filtriert) unverdiinnt 
und in Verdiinnungen von 1:1 und 1:3 nicht aus. Die Beobachtunge 
erstreckten sich auf 4 Tage. Ebensowenig fand eine Keimung in Ka- 
ninchenmistwasser statt, das auf die gleiche Weise hergestellt war, 
und wovon die selben Verdiinnungen zur Anwendung kamen. Auch das 
Alter der Sporen spielte dabei keine Rolle. Auch vollig eingetrocknetes 
Sporenmaterial konnte nicht zur Keimung gebracht werden. : 


Kaninchenmistwasser wurde ferner in unverdiinntem Zustand auf 
Gipsblécke gegossen und diese beimpft. Eine Keimung war nicht 20 
beobachten, konnte aber nach der Bildung neuer Fruchtkérper an- 
genommen werden. Diese traten nur einmal in mehreren Versuchsserien 
auf nach einer Kulturdauer von 6'Tagen bei Zimmertemperatur. Sie. 
waren auSerordentlich klein und unscheinbar, ein Zeichen also einer 
sehr schwachen vegetativen Entwicklung. Mit den erwihnten Mist- 
wasserausziigen hatten wir kaum Erfolg und fiihrten das darauf zu-- 


oe. - . . 
riick, daB durch das Kochen des Mistes und die wiederholten Sterili-. 
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sierungen der Ausziige ungiinstige stoffliche Verinderungen einge- 
treten waren. Mistwasserausztige, die ohne vorheriges Sterilisieren 
hergestellt wurden, lieBen vielleicht andere Ergebnisse erwarten. Wir 
gingen daher zu einer keimfreien Filtration der Auszitige tiber. 

Zu 5g Kaninchen- bzw. Maéusemist wurden je 100 cem aqua dest. 
erceben und das Ganze unter 6fterem Umriihren bei 32 bzw. 21°C 
24 Stunden stehen gelassen. Nach einer ersten Filtration durch Falten- 
filter wurden die Ausziige einer keimfreien Filtration durch Berkefeld- 
Filter unterzogen und dann zur Anlage von Trépfchenkulturen verwendet. 
Geimpft wurden Speren von Myxococcus rubescens- und virescens- 
Reinkulturen. Nach 24, 36 und 48 Stunden durchgefiihrte Kontrollen 
lieBen an denselben keinerlei Verinderungen erkennen. Nur in einem 
einzigen Fall gelang die Sporenkeimung im fliissigen Medium. In einem 
Erdextraktauszug2 zeigten Myxococcus rubescens-Sporen nach 15 Stun- 
den bereits alle Ubergiinge von der keimenden Spore bis zum fertigen 
Siabchen. In den Verdiinnungen 1:1 und 1:10 setzte die vegetative 
Entwicklung sogar schon nach 7 Stunden ein. Diese Feststellung ist 
besonders bemerkenswert einmal im Hinblick auf die Oekologie der 
Myxobakterien als Bodenmikroorganismen, andererseits erwies sie 
prinzipiell die Verwendbarkeit fliissiger Substrate fiir Myxococcus- 
Arten, wiihrend nach Sorutrzewa (1941) die Polyangiaceae in solchen 
Medien nur in Gegenwart fester Stoffe eine Entwicklung zeigten. 

Die weitaus giinstigsten Kulturergebnisse wurden auf festen Na&hr- 
béden erzielt. Hieriiber finden sich auch hiufige Angaben in der Lite- 
ratur (Jann 1936). Mit Erfolg wurden vor allem Myxococcus-Arten g@- 
ziichtet, dagegen blieb die Kultur mit den héchstentwickelten Poly- 
ungiaceae erfolglos. Ubereinstimmend mit den Angaben der meisten 
Autoren eignet sich der Mist von Hasen, Meerschweinchen und Mausen 
besonders gut als Substrat. Es spielt entgegen den bisherigen Beob- 
achtungen keine Rolle, ob es sich um frischen oder ilteren Mist han- 
delt, ja es erwies sich sogar, daf in sehr stark ausgewaschenem Sub- 
strat die Entwicklung der Myzxobakterien weniger giinstig verliuft. 
Zur Herstellunge von Nihrbéden benutzten wir fast aussehlieBlich Mist 
von Meerschweinchen und Mausen. Es wurden Abkochungen bereitet, 


-wobei auf 300 cem aqua dest. 10¢ Meerschweinchen- bzw. 5g Méuse- 


mist kamen. Die Abkochungen wurden filtriert und dienten direkt oder 
in Verdiinnungen 1:1, 1:3 und 1:5 als Grundlage zu Agarnihrbéden. 
Weitere Kulturmedien waren ein Erdaufschwemmungsagar? mit Filtrat- 


: verdiinnungen 2:1, 1:1 und 1:3 und ein Erdextraktagar2? mit Extrakt- 
verdiinnungen 1:1, 10:1 und 100 cats 


In simtlichen angegebenen Agarniihrbéden war das Wachs- 
tum von Myxococcus rubescens, Myzxococcus virescens und Polyangaun 


fuscum sehr gut, die Fruchtkérperbildung normal und von der 


2 50@ Gartenerde mit H,O im Soxhlet extrahiert. — © 
3 5¢@ Gartenerde + 500 ccm H,O unter éfterem Schiittein 24 Stunden 


stchen gelassen und abfiltriert. 
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auf natiirlichem Substrat nicht zu unterscheiden. Unterschiede im Ver- 
halten gegeniiber Erdaufschwemmungsagar zeigten sich nur insofern, 
als Myxococcus rubescens in der Verdiinnungsstufe 2:1 die beste 
Fruchtkérperentwicklung zeigte, wiihrend Myxococcus virescens in den 
Konzentrationen 2:1 und 1:1 vegetativ stiirker hervortrat und der 
Schwerpunkt der fruktifikativen Entwicklung bei 1:3 lag. Der Erd- 
extraktagar erwies sich als besonders giinstig fiir die Entwicklung von, | 
Polyangium fuscum, das in den Verdiinnungsstufen 100:1 und 10:1 
zahlreiche groBe Zystenhaufen bildete, wihrend bei 1:1 die Frucht- 
kérperentwicklung wesentlich schwicher war. Diese Ergebnisse diirften 
zur Geniige beweisen, daB sich diese Substrate als Isolierungsnahrbéden 
fiir die am hiiufigsten auftretenden Arten von Myxobakterien durchaus 
eignen. Die Schwierigkeiten, die sich der Kultur der Polyangiaceae 
entgegenstellen, sind nicht nur substratbedingt, sondern stehen mit 
Faktoren im Zusammenhang, auf die spiiter niiher eingegangen wird. 


3. Stoffwechselversuche. 


Die Angaben iiber den Stoffwechsel der Myxobakterien sind sehr 
spirlich. JaHn konnte noch 1936 als Ergebnis eigener Versuche und 
solcher anderer Autoren zusammenfassend sagen, dai es auf synthe- 
tischen N&hrbéden nie gelingt, eine normale Entwicklung zu erhalten. 
in Anbetracht der Liickenhaftigkeit der Untersuchungsbefunde besagt 
eine solche Schlubfolgerung sehr wenig, und es lieb sich in der Tat auch 
zeigen, dafi sie falsch ist. Synthetische Nahrbéden erméglichen eine 
Beurteilung der Wachstumsbedingungen der Myxobakterien sowohl in 
der vegetativen als auch in der fruktifikativen Phase. Sie wurden 
bisher nur in sehr geringem Umfang verwendet und umfaften einige 
Kohlenhydrat- und Stickstoffnihrbjden bzw. Kombinationen beider-. 
Dextrose wird nach Baurs Angaben (1904) als Kohlenstoffquelle aus- 
genutzt. JaHn (1936) schreibt, daB® fiir den Stoffwechsel eines Schwar- 
res im Ganzen der Eindruck bleibt, da®B einfachere Kohienhydrate ais 
Kohlenstoffquelle ausgenutzt werden kénnen. Zellulose scheint all- 
gemein nicht verwendet zu werden. Einfache Stickstoffverbindungen 
sollen ebenfalls unzureichend sein, auch wenn sie als Zusatz zu Zuckern 
verwendet werden. 


a) Die Verwertbarkeit der Kohlenhydrate. 


Bei der Beurteilung der Verwendbarkeit der Kohlenstoffquellen muB 
beriicksichtigt werden, daB Beziehungen zwischen der Kohlenstoff- und 
Stickstoffernihrung bestehen. Hiiufig ist die Verwertbarkeit der Kohlen- 
stoffquelle stark abhiingig von der Wahl der N-Quelle. Manche Mikro- 
organismen kénnen nur gemeinsame Kohlenhydrat-Stickstoffquellen ver- 
wenden. 

a] yInNicear aR rloradc ; y errr 
; Um ein einigt rmafen Klares Bild vom Verwendungsstoffwechsel der 
Kohlenhydrate zu gewinnen, wurden zunichst diese allein und dann 
in Verbindung mit verschiedenen N-Quellen eepriift. 
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Dem Grundmedium (1,5°/0 Agar) wurden die betreffenden Kohlen- 
hydrate in einer Konzentration von 0,5°/o zugesetzt. Als C-Quellen 
dienten von den Mono- und Disacchariden Glykose, Laevulose, Galak- 
tose, Arabinose, Saccharose, Lactose und Maltose, von den Polysaccha- 
riden Stirke; ferner priiften wir die Verwertbarkeit von Glycerin. Als 
Mindestdauer der Kulturen wurden 7 Tage festgehalten, da es sich 
herausstellte, da eine Verschiebung von der vegetativen nach der 
fruktifikativen Phase der Entwicklung oft erst nach mehreren Tagen 
eintritt und eine vorzeitige Beurteilung der Versuche zu ganz falschen 
Schliissen fiihren kann. In der iiberwiegenden Zahl der Falle war aber 
ein Zusammenhang zwischen den zwei Entwicklungsphasen unverkenn- 
bar, so daB eine gute Fruchtkérperbildung stets auch der Ausdruck 


einer entsprechenden vegetativen Entwicklung war. 


Fiir Myzococcus ergab sich (einige Daten sind in Tab. I aufge- 
nommen) eine gute Verwertbarkeit der meisten C-Quellen. Besonders 
ciinstig war die Entwicklung auf Glykose, Galaktose, Maltose und Sac- 
charose. Ein ausgesprochen schlechtes Wachstum war auf Laevulose 
zu verzeichnen. Auffallend war eine eindeutige Entwicklungshemmung 


-auf Glykose, sowohl in der vegetativen wie in der fruktifikativen Phase, 


wenn die Ubertragung von Maltose vorgenommen wurde, wibrend sich 
pei einer solehen von Mono- auf Monosaccharid eine Unterbrechung in 
der Entwicklung kaum feststellen lie8. Eine hemmende Wirkung von 
Glykose auf die Entwicklung und den Zelluloseabbau wurde auch von 
IMSCHENETZKY (1941) nachgewiesen. Myxobacterium Hutschinsonii ver- 
liert schon bei Zugabe von 0,3°/) Glykose zum Nihrboden seine Ver- 
mehrungsfihigkeit und baut keine Zellulose mehr ab. Monosaccharide 
unterdriicken seine Vermehrung viel stirker als Polysaccharide. Der 
erwiihnte Organismus ist stoffwechselphysiologisch erst dann einer ver- 
gleichenden Betrachtung mit Myxococcus zuginglich, wenn die ver- 
wandtschaftlichen Beziehungen beider Formen 
besser geklirt sind. 

Beziiglich der fruktifikativen Phase der Ent- 
wicklung ist ferner bemerkenswert, daf die Form 
und die Farbe der Fruchtkérper auf den ver- 
schiedenen Nihrbéden gewissen Schwankungen 
unterworfen sind, ohne daB dabei ein eigentlich 
wirksames Prinzip erkennbar wire. In den. 
Fiillen, wo Glycerin ais C-Quelle verwendet 
wurde, zeigte die Fruchtkérperbiidung — auf 
fallende Abweichungen. Die Fruchtkorper waren 
kaum gestielt, gro®, langlich und die Oberflache 
deutlich gewellt (Abb. 2). In diesem Zusammen- cae 2a enone yen 
hang verweisen wir auf die Feststellung SaBou- Glyzerinagar. | Vergr. 155 
raup’s (1910), dab die Form der Bakterienkultur 
durch Glycerin veriindert wird, ohne daB man eine Assimilation des 
selben in irgend einer Form feststellen kénnte. 
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Sehr typisch war auch die Ausbildung von Myxococcus rubescens 
auf Galaktose (Abb. 3). Die vorhandenen Kolonien zeigten im Zentrum 
eine charakteristische Fruchtkérperbildung. Die Kolonien selbst bestehen 
aus Anhiiufungen von Einzelindividuen, die im Ubergang von der Stab- 
chen- in die Kokkenform begriffen sind. 
AuBerhalb der scharf umrandeten Kolonie 
liegen ungerichtete Stibchen in gréferer An- 
zahl. Das Ganze macht den Eindruck, als 
wenn von der Mitte der Kolonie ein Reiz 
ausginge, der sich iiber eine bestimmte Zone 
hin erstreckt, in der sich der Ubergang von 
der vegetativen in die fruktifikative Phase 
vollzicht. 

Einige sich auf mehrere Monate erstrek- 
kende Versuche zur Priifung des Zellulose- 
abbaus verliefen negativ. Der enzymatische 
Abbau des Polysaccharids Stiirke lieB sich 

is direkt nachweisen, indem sowohl um den 
Abb. 3. Wachstum von Myzo- Schwarm wie im unmittelbaren Bereich der. 
cae Vergr) anal, Fruchtkérper die Stirkereaktion unterblieb. 
Wihrend bei Myrococcus rubescens auf den 
meisten C-Naihrbéden die “Gesamtentwicklung, also vegetative und 
fruktifikative Phase abliuft, ging die Entwicklung bei Myzxococcus 
virescens und Polyangium fuscum meist nicht tiber ein schwaches vege- 
tatives Stadium hinaus. 
: Die mitgeteilten Befunde lassen zunichst die Frage nach dem N- 
‘ediirfnis offen. Die Spuren von Stickstoff, die Agar-Agar (2 Tage ge- 
wassert) enthalt, geniigten offenbar zur vegetativen und fruktifikativen 
Entwicklung. Jaun (1924) gibt Ahnliches fiir Melittangiwm an und 
beobachtete, daB derSchwarm sich auf reinem Agar ohne jeden Zusatz 
ausbreitet und einen Ring normaler Fruchtkérper bildet. Nach unseren 
eigenen Erfahrungen kam die Entwicklung in keinem Fall iiber ein 
ganz schwaches vegetatives Wachstum hinaus, wenn dem Agar auch 
noch die entsprechenden Kohlenhydratquellen entzogen wurden, Es war 
in diesem Zusammenhang daher von besonderem Interesse, das C- N- 
Verhiltnis genauer zu untersuchen. 


b) Die Verwertbarkeit des Stickstoffs. 


Beziiglich der Verwertbarkeit der N-Verbindungen macht JAHN 
(1936) einige Angaben. Er schreibt, daB Ammoniumsalze oder Nitrate 
als Zusatz zu Zuckern nicht wirken, wohl aber Pepton in geringer 
Menge. Melittangiwn wnd Chondromyces sollen nach Angaben von 
SoLtutTzewa (1941) mineralischen Stickstoff und Aminosdiuren nicht, 
hochmolekularen N dagegen gut verwerten. 

Zur Frage der Klirung der Brauchbarkeit verschiedener N-Quellen 
haben wir in einer Reihe von Versuchsserien Myxococcus rubescens 
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und Myxococcus virescens gepriift. Dem Agar (1,5°/0) wurden die N- 
bzw. C-Gaben 0,5°%/oig zugesetzt. Die vegetative sowohl wie die frukti- 
fikative Entwicklung wurde in regelmibigen Zeitabstiinden registriert 
und in folgender Tabelle I fiir M. rubescens wiedergegeben. 

Die starken Wachstumseffekte, die auf den verschiedenen C-N-Niiir- 
béden zu verzeichnen sind, erweisen die ernihrungsphysiologisch wich- 
lige Rolle dieser Stoffe. Von den anorganischen Stickstoffverbindungen 
wirkt Calziumnitrat besser als Ammoniumnitrat, mit Ausnahme von 
letzterem in Verbindung mit Glycerin. Harnstoff wird gleichmifwig gut 
verwertet und wirkt mehr oder minder giinstiger als Asparagin. Die 
nutritive Wirkung der Glykose scheint in Gegenwart von Ammonium- 
nitrat herabgesetzt zu sein, die von Galaktose wird durch siimtliche der 
verwendeten N-Quellen erhdéht. Auch Laevulose, die als solche ein 
schlechter Kohlenhydratnihrboden ist, erweist sich nach Zusatz der 
verschiedenen N-Verbindungen als recht brauchbar. 

Von den Di- und Polysacchariden wurde nur Maltose in Gegenwart 
erganischen Stickstoffs besser verwertet, die Verwertbarkeit von Sac- 
charose und Kartoffelstiirke nicht giinstiger beeinfluBt. Glycerin erwies 
sich mit und ohne Stickstoff gleich wirksam, wenn auch in Gegenwart 
des letzteren der Schwerpunkt der Entwicklung zuerst eindeutig auf 
die vegetative Phase verlagert ist. 

Daf innerhalb der Myxococcaceen selbst ein ziemliches Spezialisten- 
tum besteht, erweist sich am Verhalten von Myxococcus virescens, der 
auf mineralischem Stickstoff ein ausgesprochen schlechtes Wachstum 
zeigte, organische N-Verbindungen wurden dagegen sehr gut ver- 
wertet und bewirkten starke Zuwachseffekte. Entgegen den Ergeb- 
nissen mit Myrococcus rubescens war hier auch Glykokoll recht 
brauchbar. Von einer starken Spezialisierung berichtet auch die Lite- 
ratur. Soturzewa (1941) fand, dab fiir Melittangium und Chondromyces 
nicht einmal Aminosiiuren als N-Quellen geniigen, sondern nur der 
hochmolekulare Stickstoff verwertet werden kann. An Meliitangium 
lieB sich das nicht nachpriifen, Chondromyces dagegen nimmt er- 
nihrungsphysiologisch eine Sonderstellung ein, die aufs engste mit 
einem symbiontischen Verhiltnis verkniipft ist, wortiber a.a.O. noch 
ausfiihrlicher die Rede sein wird. 

An hoheren Eiweifverbindungen wurden ferner noch verschiedene 


-Gelatineniihrbéden und Loffler-Serum gepriift. Auf Regenwasser- und 


~coccus rubesc 


Mistgelatine war die Verfliissigung relativ schwach, auf Fleischbouillon- 
gelatine dagegen sehr stark. Die Entwicklung verlief hier rein vege- 
tativ und entsprach im Umfang den jeweiligen Verfliissigungszonen. 
Zeigte das Wachstum von Myxococcus rubescens auf fast allen der 
bisher gepriiften Niihrbdden gewisse Schwankungen, die wohl in Form 
und Farbe der Fruchtkérper zum Ausdruck kamen, aber im wesent- 
lichen das Aussehen einer Myxococcus-Kultur nicht 2u verwischen ver- 
mochten, so ergab sich auf Léffler-Serum ein ganz anderes Bild. Myxo- 
ens zeigte auf diesem Substrat eine Wuchsform, die eher 
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Tabelle I. Wachstum von Myxococeus rubescens auf verschiedenen C- und C-N- 
Néhrbéden, iiberimpft von reinem Agar. 


nl 


1. Kontrolle 2. Kontrolle 
Versuchsbeginn 4, 9. 44 6. 9. 44 Bemerkungen 
30. 8. 44 . 
veg. | frukt. veg. | frukt. 
| 
| | N 1 geformte, deutlicl tielte 
Glykose iActes emer ayy er Roa Peak ne eS eat es e, deutlich gestie 
Galaktose + — | ++ | te | Kleine hellgefiirbte Fruchtkérper 
Laevulose — | + = 
3 7 | 
Saccharose ++ | ++ +++/+++) Normale Fruchtkérperbildung 
mauiore | + | + | +4 | ++ | Remmale Erecntearperbidune 
Kartoffel- |, , |, i | Zahlreiche, normalgeformte blaB- 
stirke | b> | t+ [+++ +++] rote Fruchtkorper 7 
; / | | Kleine bis mittlere, typisch gestielte 
Choe iene ae Mastek Fruchtkérper 
Glykose Intensiv gefarbte Fruchtkérper 
Ca(NOs), ++ | ++ |+++|++-+] init deutlicher Stielbildung 
Glykose eee : Fruchtkérper hellrot, keine Fub- 
NH,NO, Porth eal ++ FW bildung : 
Glykose | / iy a. . f 
Harnstoft Riberay Set = fae ie a typisch geformte. Iruch 
Glykose par saree “Auffallend groBe, glasig 
Asparagin | pcs MR eS g's gr Pruchtkorper egzihs uta 
Galakt se } p oN I wie 
7“ ane | WES Se pein LAD Oh. rd ae normalgeformte Frucht- 
Galaktose | ae S 1} Wantarite ¥ 4 
NH,NO, | saps re ne | ney etek gefarbte, normale Frucht 
Galaktose Matinote. tenieal Po) Techie 
ree rhataft + Sp ape pc TN Korper typisch geformte Frucht 
Galaktose | , ; 
: La ae y vische Fruchtkér yerbildun in 
Asparagin Teh rer Pe wt ek Bee Mitte der Kolonter S 
Laevulose | s 
Ca(NOg), ++} & |++-+)+-++} Fruchtkérper klein und ohne FuB | 
Laevulose Nahi es 
NH,NO, cies “t aE oy Beale Uebel westielte, normale Frucht- 
Laevulose | = 8 
Harnstoff | t+ ++ See | aa Sica hellrote Frucht- 
Laevulose | [pete elie Nis: tenemen g xe 
? fa 4 cn i, ormal geformte hellrote Fruecht- 
Asparagin | a iit ‘aa sc k6rper 
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Tabelle I. (Fortsetzung.) 


1. Kontrolle 2. Kontrolle 


- Versuchsbeginn 
30. 8. 44 4.9. 44 6. 9. 44 Bemerkungen 


veg. frukt. veg. frukt. 


Saccharose 
Ca(NOs3)> aes ale Ses5 +-+-+ Normale, hellrote Fruchtkérper 
Saccharose ince = F = —— mt Al 
NH,NO; | aaah oI Se= ++ || BlaBrote, kleine Fruchtkérper 
Saccharose : l = || prtey re 


Parnstoi ++ |4++-+] +4 |++-]| Kleine, mattrote Fruchtkérper 


Saccharose GroBe, normale, mattrote Frucht- 


Asparagin Be rs| aiid kamen a aoe k6rper 


Maltose Leuchtend rote, normale Frucht- 
Ca(NO3), RS Sie Rasabe Canoe k6rper 


| a ——= =e — 


Maltos 
NH, NO, + ae est neste Normale, hellrote Fruchtkérper 


aa t+} ++ |+4+-+/+++4|| Typische Fruchtkérperform 


Deutlich gestielte, normale Frucht- 


Malt 
BAN O8e aoe dee E lh ell korper 


Asparagin 


eNO. ++ )°> + ++ | +-+ || GroBe, hell gefiirbte Fruchtkérper 


- Kart.-Stirke | Normale, schwach gefarbte Frucht- 
NEO, foetal! | korper 


Kart.-Starke BlaBrote, substrat-typisch ge- 
Harnstoff aa eh ol tormte Fruchtkorper 5 


Kart.-Stairke 


Asparagin 44 | +4 |4+-+)| ++ || Normale, hellrote Fruchtkérper 


Glycerin Unregelmikig geformte grobe 
Ca(NOs)o sala aoc a ac a Fruchtkorper f - 


Glycerin Hellrote Fruchtkérper ohne auf- 
NH, NO; ps + |+++!++ fallende Formverinderung 


Glycerin | | Substrat-typische Form der Frucht- 
Harnstoff | ' sus Bie 2 eas kérper 


GroBe Fruchtkérper von substrat- 


Glycerin 
Mi +++) + |+++|+47) typischer Form 


Asparagin 


an eine Hefekultur erinnerte, wenn wir zundchst von der Firbung der 
Zellen absehen. Typisch war eine flachige Ausbreitung und gleich- 
zeitig starke Vermehrung der Stiibchen. Nach einer 14tagigen Kultur- 
zeit hatte sich eine Kolonie gebildet, die auf der Oberfliiche leichte 
Runzelungen aufwies und keinerlei Farbstoffbildung erkennen lieb. Bei 
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der mikroskopischen Untersuchung dieser Kolonie fanden sich nur 
Kokken. Es handelt sich also um die fruktifikative Phase in ciner ganz 
anderen Erscheinungsform. Unser Zweifel, daB es sich vielleicht mum 
eine Verunreinigung handeln kénnte, wurde dadurch behoben, daB von 
den Kolonien auf Loffler-Serum eine Reihe von Abimpfungen auf 
Mistagar-Nihrbéden vorgenommen wurde und darauf schon nach 
wenigen Tagen die typischen Myzococcus-Fruchtképerformen zu sehen 
waren. Leider konnten wir aus ‘iu®eren Griinden diese interessante 
Beobachtung nicht weiter verfolgen und miissen die Suche nach der 
wirksamen Komponente dieses Nihrbodens auf einen spateren ZLeit- 
punkt verschieben. 


4. Chondromyces crocatus, 
eine symbiontische Form der Myxobakterien. 


Ubereinstimmend wird in der Literatur (Jann 1924, Pinnoy 1913 
und 1921) berichtet, daB es nicht gelingt, Chondromyces crocatus im 
Reinkultur zu ziichten, ja selbst auf sterilisiertem Mist, einem méglichst 
natiirlichen Substrat, wurden keinerlei Erfolge erzielt. 

Wir hatten Chondromyces crocatus auf Damwildmist des Karisruher 
Stadtgartens gefunden und zuniichst eine Reihe von Rohkulturen her- 
gestellt. Sie dienten als Ausgangsmaterial fiir zahlreiche Versuche, die 
der Frage der Reinziichtung und der Ernihrungsbedingungen galten. 
Iintgegen den Befunden der oben erwiihnten Autoren bekamen wir stets 
ein tippiges Wachstum von Chondromyces, wenn wir Zysten der Frucht- 
kdrper oder ganze Fruchtkérper auf verschiedene Mistproben_ iiber- 
impften. Besonders schéne Kulturen fanden wir auf sterilisiertem Mist 
von Meerschweinchen und Miusen, wo nach wenigen Tagen ein iippiger 
Wuchs von Fruchtkérpern zu verzeichnen war. Auf Miusemist, der mit 
Chondromyces-Zysten beimpft war, beobachteten wir auffallend kriiftig 
entwickelte Fruchtkérper, die direkt aus dicken, blaugriinen Schleim- 
klumpen hervorwuchsen. Eine genauere Untersuchung derselben ergab 
eine Anhdiutung von halbmondférmigen Konidien einer Fusariwm-Art. 
Diese Erscheinung lieb uns vermuten, daB die Entwicklung von Chondro- 
myces vielleicht doch von anderen Mikroorganismen abhingig sein 
kénnte. Dagegen sprach aber zunichst die ausgezeichnete Fruktifikation 
auf sterilisiertem Mist nach Ubertragung von steril abeenommenen Zy- 
sten aus unseren Rohkulturen. Auch Meerschweinchen- oder Miiusemist- 
Agar bot den darauf geimpften Zysten von Chondromyces-Fruchtkérpern 
beste Entwicklungsméglichkeiten, was auch in einer vollkommen nor- 
maten Fruktifikation zum Ausdruck kam. An solehen, durch steril ab- 
genommene Zysten erhaltenen vermeintlichen Reinkulturen aut ear- 
vihrbéden hatten wir laufend Untersuchungen angestellt, um den 
morphologischen Bau der Fruchtkérper niiher kennen zu lernen. Dabei 
fiel auf, da am Fue derselben hiiufig Amében saben. Wir hatten 
diese zu wiederholten Malen beobachtet und daraus gefolgert, daB sie 
in irgend einem Zusammenhang mit der Entwicklung der Myxobakterien 


‘kérper direkt an Sporangientragern von 
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stehen muBten. Um zu absoluten Reinkulturen zu gelangen, wurden 
daher Zysten solecher Rohkulturen zuniichst in einer Chlorkalklésung 4 
duberlich sterilisiert®, zweimal mit sterilem aqua dest. abgespiilt und 
auf Mausemistagar aufgelegt. Wihrend einer Kulturdauer von 7 Wochen 
fand keinerlei Entwicklung statt. Nach Druck entwichen aus solchen 
Zysten normale Stibchen, die sich auf dem Naihrboden nur ganz schwach 
vermehrten. Auf diese Weise gelang es auch, kleine Staébchenschwiirme 
auf Mausemistagar tiber 42 Tage rein zu kultivieren, ohne daf irgend- 
welche Anzeichen einer Fruchtkérperbildung auftraten. 

Am 22. 4.1944 setzten wir neue Kulturen mit duSerlich sterilisierten 
Zysten von Chondromyces auf Miiusemistagar an. In Parallelversuchen 
impften wir zu diesen Zysten Dictyostelium mucoroides, einen Myxo- 
myceten, den wir aus dem Zentralbiiro fiir Schimmelkulturen in Baarn 
bezogen hatten. Wihrend die Kulturen ohne Dictyostelium bis zum 
7.6.1946 voéllig unverindert blieben, nach 
Zerdriicken derselben sich ebenfalls nur eine 
diuBerst geringe Vermehrung der Stabchen 
zeigte, war zum selben Zeitpunkt in den 
Kulturen mit Dictyostelium Fruchtkérper- 
bildung von Chondromyces aufgetreten, die 
dadurch besonders auffiel, daf& die Frucht- 


Dictyostelium saBen (Abb. 4). 

Au®erdem waren Fruchtkérper auch auf 
dem Substrat in gréferen Mengen aufge- 
treten. Die mehrfach wiederholten Versuche 
fiihrten stets wieder zu einer Bestatigung 
dieses Ergebnisses. Damit war der ein- 
deutige Beweis erbracht, daB es sich bei 
Chondromyces crocatus um eine Form der 
Myzxobakierien handelt, die symbiontisch 
lebt, wobei nicht daran gezweifelt werden Fo a Fd Sit elie 
kann, da sie nicht streng an einen be- mucoroides. Vergr. 60 mal. 
stimmten Partner gebunden ist, sondern dab 
wahrscheinlich Bakterien, Myxomyceten und gelegentlich auch hohere 
Pilze dieses Zusammenleben bestimmen kénnen. Die haufige Beobach- 
tung der Amdben mit Chondromyces in Rohkulturen spricht ebenfails 
dafiir. Es wird weiteren Untersuchungen vorbehalten sein miissen, ver- 
schiedene Mikroorganismen, die auf natiirlichem Substrat mit Myzo- 
bakterien auftreten, beziiglich ihrer symbiontischen Zusammenhinge 
mit Chondromyces crocatus zu untersuchen. Dariiber hinaus wird die 
Art des Zusammenlebens anderer Myxobakterien aus der Gruppe der 
Polyangiaceae zu priifen sein. Ebenfalls miissen weitere Forschungen 
die Frage kliren, inwieweit es sich in dem einen erwiesenen Fall des 


4140 ccm H,0, 10¢ Chlorkalk. : 
’ Rinwirkungsdauer der Chlorkalklésung 2 Minuten. 
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Zusammenlebens wirklich um ein symbiontisches Gleichgewicht handelt, 
oder ob es sich mehr als ein symbiontischer Parasitismus erweist. Fir 
die untersuchten jfyrococcaceen, die primitiven Myxobakterien also, 
gilt jedenfalls, daB sie in Reinkultur gut gedeihen. Aus mehreren 
Versuchsreihen mit Mischkulturen von Myxococcus rubescens und 
Bacillus vulgatus konnten keinerlei Anhaltspunkte fiir die Abhéingig- 
keit eines Zusammeniebens dieser beiden Organismen gefunden werden. 


5. Die Abhingigkeit der Fruchtkérperform vom Nahrmedium. 


Das Kennzeichnende im Entwicklungsablauf der Myxobakterien ist 
die Ausbildung von Fruchtkérpern. Diese sind in Form und Farbe fir 
die einzelnen Arten sehr charakteristisch. Am einfachsten sind sie bei 
den Myxococcaceen als rundliche Schleimkliimpchen ausgebildet. Die 
héchstdifferenzierten Formen finden wir bei den Polyangiaceae als ver- 
iistelte Gebilde mit Cystophor und Zysten. Die vorherrschenden Farb- 
stoffe sind rot, gelb und griin. 


Im Verlaufe unserer Untersuchungen konnten wir uns davon tiber- 
zeugen, dafi insbesondere die Form der Fruchtkérper eine starke Ab- 
hingigkeit vom Substrat zeigt. Schon so einfache Fruchtkérper wie 
die der Myxococcus-Arten kénnen auf verschiedenen Nihrbéden auber- 
ordentlich variieren, und zuweilen treten dann Formen auf, die beinahe 
den Eindruck einer besonderen Species erwecken. Zur genauen Kenn- 
zeichnung einer solchen sind daher Kulturen auf méglichst natiirlichen 
Substraten, wie etwa Mistagarniihrbéden, erforderlich. 

Abgesehen von kleineren Veriinderungen haben wir einige fiir das 
Substrat sehr typische Fruchtkérperformen herausgestellt, die Beispiele 
einer starken chemomorphotischen Wirkung sind. Am deutlichsten 
kommt dies in den Abbildungen 5, 6 und 7 zum Ausdruck. 

In allen drei Fiillen handelt es sich wm denselben Organismus Myxo- 
coccus rubescens in Reinkultur auf verschiedenen Substraten. Nor- 
malerweise ist dieser Fruchtkérpertyp, so wie wir ihn in Abb. 5a sehen, 
eine besonders tippige Fruktifikation auf Asparaginagar. Auf Glykose- 
Calciumnitrat-Agar (Abb. 5b) wird eine deutliche Stielbildung sichtbar, 
und véllig anders gestaltet erscheint Myxococcus rubescens auf Harn-— 
stoff-Agar (Abb. 5¢). Die Fruechtkérper haben hier die rundliche Form 
ganz verloren und zeigen sich als langgezogene niedrige Wiilste. Mit 
ziemlicher Konstanz tritt dieser Frauchtkérpertyp immer dort auf, wo 
Harnstoff im Nihrboden vorhanden ist, auch in Verbindung mit. Kohlen- 
hydraten. Abweichend vom Normaltyp ist die Fruchtkérperbildung auf 
Galaktose, worauf schon friiher im anderen Zusammenhang  (siehe 
Abb. 3) hingewiesen wurde. Ein stiirkerer formativer Einflu® wurde 
ferner auf Calciumnitrat-Agar (Abb. 6) festgestellt. 

at OE aaa waren hier durch seitliche Auswiichse besonders 
autfallend gestaltet. Auf Léffler-Serum entstande ie bereits ri 
an Stelle von Fruchtkérpern nur Wal map At TE Ae ae 
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jede Farbstoffbildung. Auch Glycerin (siehe Abb. 2) iibte einen starken 
FinfluB auf die Form des Fruchtkérpers aus. 


Abb. 5a. Fruchtkérper von Myxococcus rubescens auf Asparagin-Agar. Vergr. 35 mal. 
5b. Fruchtkérper von Myzococcus rubescens auf Glukose/Calciumnitrat-Agar. Vergr. 35 mal. 
5e. Fruchtkérper von Myzococcus rubescens auf Harnstoff-Agar. Vergr. 35 mal. 


Ergeben sich also schon fiir die einfachsten Fruchtkérperformen, 
wie wir sie bei den Myzxococcaceen finden, durch Variation der Aufen- 
bedingungen starke gestaltliche Veriinderungen, so gilt dies noch mehr 
fiir die héchst differenzierten Polyangiaceae. 


b 


a 


Abb. 6. Fruchtkérperformen von Myzxococeus rubescens auf Calciumnitrat-Agar. Vergr. 175 mal. 


Dabei ist besonders bemerkenswert, dal Chondromyces crocatus 
muweilen auch die primitive Form des Fruchtkérpers der Myxo- 
coccaceen annimmt. Auf steriiisiertem Meersehweinchenmist fanden 
wir einmal einen Chondromyces, der aus einem Schleimklumpen direkt 
Zysten entwickelte (Abb. 7 a), gleichzeitig auch dieselbe Form ohne 


_Zystenbildung, wodurch sich eine starke gestaltliche Annaherung an 
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den Fruechtkérper von Myxococcus rubescens ergibt. In Méusemist- 
agarkulturen gingen Schwérme von Chondromyces vom Nahrboden 
hiufig an den Rand der Petrischale tiber und bildeten dort ganz auf- 
fallend diinne Cystophore (Abb. 7b), die zwar sehr deutliche Gelb- 


Abb. 7. Chondromycesfruchtkérperformen. a) auf Meerschweinchenmistagar. b) auf Maiusemist- 
agar am Rande d. Petrischale. Vergr. a) 135 mal, b) 120 mal. 


firbung zeigten, aber keinerlei Zysten entwickelten. Hier ist besonders 
offensichtlich, daf die plétzliche Veriinderung des Nihrmediums zu 
dieser abweichenden Form fiihrte. Ebenfalls als Zeichen einer gewissen 
Abhingigkeit von AuBenbedingungen sind Bildungen aufzufassen, wie 
wir sie in Kulturen auf Abb. 8 sehen. 


Aus den fertig entwickelten Fruchtkérpern von Chondromyces sieht 
man neue, sehr viel kleinere und diinne, aber vollstiindig aus Cystophor 
und Zysten bestehende herauswachsen. Diese 

| Erscheinung spricht nicht fiir eine besondere 
Stabilitét der Zysten, die nach Jann durch 
Verhiirtung des Schleimes zustande kommen 
sollen. Hier haben die Stibchen die Zysten- 
hiille durchbrochen und sind zu neuer Frucht- 
kérperbildung geschritten. Dabei wurde der. 
- Inhalt der Zysten zur Sekundirbildung mit 
aufgebraucht. ’ 
| Zusammentfassend lift sich sagen, dab 
| durch Variation der AuBenbedingungen eine 
| . deutlich hervortretende formative Wirkung 
apiece taeber you Chon- — erzielt werden kann. Eine nicht zu unter 
mistagar, Vergr. 40 mal. schitzende Bedeutung kommt dabei auch 
dem Eintlut begleitender Mikroorganismen 

zu, was verschiedentlich in der Literatur (Pinoy 1913, JaHNn 1924) Er- 
wihnung fand. Es bleibt zu untersuchen, weleher Art eine solche Be- 


cinflussung ist, vor allem auch im Hinblick auf die Formen mit sym- 
hiontischem Charakter. 
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6. Die Myxobakterien als Einzelindividuen. 
a) Beziehung zwischen Zellform und Bewegungsmechanismus. 


Die Myzobakterien existieren als Einzelindividuen in zwei Formen, als 
Stébchen und als Kokken. Die primitiven Formen der Myzococcaceen 
wechseln beim Ubergang von der vegetativen in die fruktifikative Phase die 
Form, aus Stiibchen bilden sich Kokken. Bei den héher stehenden Arten 
verlauft die gesamte Entwicklung des einzelnen Individuums in der Stibchen- 
form. Letztere hat Jann (1924) ausfiihrlich beschrieben und erwiihnt unter 
anderem, daf die langgestreckten Stibchen eine gewisse Starrheit und 
Elastizitit besitzen. Wir hatten wiederholt Gelegenheit, lebende Stibchen 
zu beobachten und konnten besonders bei Chondromyces feststellen, daB 
stark gekriimmte Formen durchaus keine Seltenheit sind. Von einer vélligen 
Starrheit kann keine Rede sein. Um so unverstindlicher erscheint es, in 
diesem Zusammenhang auch noch von einer Elastizitét zu sprechen. Die 
Tatsache einer starken Kriimmungsfihigkeit paft schlecht zur Jannschen 
Vorstellung vom Bewegungsmechanismus der Stiébchen, danach wiirde die 
Fortbewegung im wesentlichen nur durch die Absonderung von Schleim 
zustande kommen. Daf die Schleimabsonderung mit dem Bewegungsmecha- 
nismus in Zusammenhang steht, unterliegt kaum einem Zweifel. Wenn aber 
gleichzeitig Kriimmungen der Stibchen auftreten, die bis zu einer Beriihrung 
der beiden Polenden gehen kénnen, so erscheint es nicht zweifelhaft, dieser 
Pahigkeit eine Bedeutung bei der Fortbewegung zuzuschreiben. Durch die 
Annahme von iiber die Stabchen hinlaufenden Kontraktionswellen ware 
auch eine aktive Bewegung durchaus méglich. 


b) Kerndquivalente. 


Die Angaben iiber das Vorhandensein eines Zellkernes oder von Kern- 
aquivalenten sind sehr problematischer Natur. Seit der Feststellung THAXTERS 
(1897), daB in den Stibchen Ko6rner liegen, die unregelmifig verteilt sind, 
haben wir keine wesentlich neuen Erkenntnisse mehr zu verzeichnen. Auch 
Jann (1924) spricht nur von einer unregelméBigen chromatischen Masse in 
der Lingsachse der Stibchen. Man kénnte héchstens aus der im Innern 
der ruhenden Sporen von Myzxococcus vorhandenen Substanzverteilung auf 
eine gewisse Ubereinstimmung mit einem Zellkern schlieBen. Eingehender 
hat sich Bapran (1930, 1933) mit der Zytologie der Myxobakterien beschiaftigt. 
Er will fiir Myzococcus virescens und Polyangiuwm fuscum nachgewiesen 
haben, daB das Chromatin an beiden Enden kugelig verdickte Chromosomen 
pildet, die sogar bei der Zellteilung einer Liingsspaltung unterliegen und sich 
-gleichmiBig auf die beiden Tochterzellen verteilen. Auch in einer zytologi- 
schen Untersuchung iiber das Chromatin und den Entwicklungszyklus der 
Bakterien zieht er Befunde an Myzxobakterien vergleichsweise heran. _ 

Eine photographische Abbildung zur ,,Chromatinreduktion bei 
Bacillus subtilis in der erwiihnten Arbeit Bapians veranlaBt uns, an 
der Chromosomennatur der betreffenden Gebilde ernstlich zu zweifeln. 
Wer sich eingehender mit der Zytologie des Corynebacterium diph- 
theriae beschiftigt hat, dem wird sich sicher ein Vergleich mit den 
Polkérperchen im Innern dieser Formen und den Zelleinschliissen von 
‘Bacillus subtilis aufdriingen. Bekanntlich ist das Auftreten der Pol- 
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kérperchen in Corynebakterien besonders deutlich in Kulturen auf 
Loffler-Serum. Wir haben auch Myzrococcus rubescens auf diesem Sub- 
strat geziichtet und wiederholt Ausstriche davon nach Neier gefarbt, 
ohne eine typische Polkérperbildung festzustellen. Auch aus normalen 


fistagarkulturen wurden Stiibchen von Myxococcaceen und Chondro- 


myces nach Nei®er und mit Léfflers Methylenblau angefarbt, ohne daB 
eine bestimmte Struktur im Zellinnern dabei festgestellt werden konnte. 
Mirovipov (1935) kommt auf Grund seiner Untersuchungen tiber Myzxo- 
bakterien zu dem SchluB, daB die Thymonucleinséure wahrscheinlich in 


den Kérperchen, die den gré8ten Teil der Zelle einnehmen, lokalisiert 


ist. Diese kénnten vielleicht mit den Chromatinkérperchen, die in der 
Myxobakterien-Zelle mit anderen histologischen Methoden gefunden 
wurden, identisch sein. 


7. Zur Frage der entwicklungsgeschichtlichen Stellung 
der Myxobakterien. 


Die Stellung der Myxobakterien im System ist nach wie vor problema- 


tisch. Es ergeben sich Beziehungen zu den Bakterien, den Cyanophyceen 


und den Myxomyceten. Tuaxter, der sich als erster mit den Myxobakterien 
beschiftigte (1892), stellt sie zu den Bakterien. Spiiter wurden diese Orga- 
nismen dann zu den Myxomyceten gerechnet (VAHLE 1909) und von manchen 
Forschern sogar als mit einem Hyphenpilz in Symbiose lebende Stibchen 
bezeichnet. Nach Jaun (1924), der sich mit diesem Problem ausfiihrlicher 
auseinandersetzte, kommen als Verwandte der Myzxobakterien nur die 
Cyanophyceen ernstlich in Betracht. 

Im Verlaufe unserer Untersuchungen hatten wir Gelegenheit, uns 
ebenfalls mit der Frage der verwandtschaftlichen Beziehungen der 
Myxobakterien zu beschiftigen. Am allerwenigsten wiren wir dabei 
auf den Gedanken gekommen, die Myxobakterien als apochlorotische 
Cyanophyceen zu bezeichnen, die nach dem Ubergang zur saprophyti- 
schen Lebensweise die tibrigen Farbstoffe verloren, das Karotin aber, 
das wegen seiner Oxydationsfihigkeit wohl auch bei Stoffwechsel- 
vorgingen auberhalb der Assimilation von Bedeutung ist, beibehalten, 
iihnlich wie ja auch manche Oscillarien ein Uberwiegen der roten Farb- 


stoffe zeigen. Auch das Ubereinstimmen in der Bewegungsweise ist 


von JAHN als besonders wesentlich hervorgehoben worden. 

Dem unvoreingenommenen Beobachter driingen sich aber zweifellos 
andere Gesichtspunkte auf, die viel naheliegender und im Formproblem 
begriindet sind, das Kiun (1943) als ein Grundproblem der Biologie 
hezeichnet. Die Myxobakterien sind ein Musterbeispiel dafiir, wie sich 
die Formbildung an einer Vielheit vollkommen gleichartiger Zellen 
vollzieht. 

. Die Einzelindividuen, Stibchen oder Kokken, werden aus dem 
1 se oad und gehen zuniichst in eine vegetative Phase 
ein. Ss st gek Te : re x49 yp] . Qi + 53 

a iese ist g <ennzeichnet durch starke Vermehrung der Stibehen, 
worauf es zur Schwarmbildung kommt. Der Schwarm ist also eine An- 
hiufung beziehungslos zueinanderstehender staibchenformiger Kinzel- 
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individuen. Sobald nun auf diese Masse von einander unabhingiger 
Zellen ein Reiz ausgetibt wird, entstehen Bildungszentren der Frucht- 
k6rper; im oder am Rande des Schwarmes hiufen sich die Stibchen, 
indem sie dabei in Kokkenform iibergehen, zu einem kleinen Kegel, 
der auf die umliegenden Einzelindividuen anziehend wirkt und ein. fort- 
wihrendes Hinstrémen zu diesem Sammelzentrum bewirkt. Im einfach- 
sten Fall gehen aus diesen Ansammlungen [ruchtkérper hervor, wie 
wir sie unter den Myzxococcaceen finden. Bei den héchstentwickelten 
Chondromycetaceae entstehen ohne Formverinderung der Linzel- 
individuen in Cystophor und Zysten gegliederte Fruchtkérper. 

Wir haben versucht, die verschiedenen Entwicklungsrichtungen 
innerhalb der Myxobakterien in einem Schema darzustellen (Abb. 9). 


i i Ve cterien: tativen Stadium 
Abb. 9. Schema des Entwicklungsganges verschiedener Myxobakterien: Vom vege a! 
(Schwarm, links) iiber Beginn der fruktifikativen Phase und beginnende Differenzierung: der 
Fruchtkérper bis zum Abschluf der fruktifikativen Phase (rechts, Chondromyces oben, Melittan- 
gium Mitte, Chondromyces unten). Veget. Stadien etwa 250 mal, fruktifikative Stadien etwa 40 mal. 


Darin tritt das Prinzip der Formbildung in aller Deutlichkeit hervor, 
wobei wir von Myzococcus als einfachstem Typ tiber Melittangium 
bis zu Chondromyces eine fortlaufende morphologische Differenzierung 
erkennen kénnen. Die entwicklungsgeschichtlichen Beziehungen, die 


sich hieraus ergeben, weisen uns den Weg zu. den Myxomyceten, den 
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Schleimpilzen. Diese besitzen in den einfachsten Vertretern, den 
Acrasieen, Formen, die eine direkte Fortsetzung des Gestaltungs- 
prinzips der Myxobakterien darstellen. Dictyostelium mucoroides, ein 
Myxomycet, der schon im Zusammenhang mit der Symbiose bet 
Chondromyces Erwiihnung fand, soll als Beispiel angefiihrt werden. 

Der gestielte Fruchtkérper entliBt Sporen, aus denen einkernige 
Amében schliipfen. Die Amében wandern mit Pseudopodien umher und 
vermehren sich sehr stark. Wihrend dieses Stadiums bleiben sie be- 
ziehungslos voneinander getrennt. Substratveriinderungen wirken reiz- 
auslésend, es werden Amédbenansammlungen gebildet und diesen 
Sammelzentren streben die umliegenden Amében unter gleichzeitiger 
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Abb. 10. Schema des Entwicklungsganges von Dictyostelium mucoroides von dem Stadium der 
beziehungslosen Amében bis zum Sporentriger. (Nach KUHN 1943). Vergréferung vom Autor 
nicht angegeben. Veget. Stadien etwa 100 mal, fruktifik. Stadien etwa 30 mal. 


Formverdnderung ZU. is bildet sich ein Hiigel, aus dem sich eine Achse 
differenziert, die aus dicht aneinander gelagerten Amében besteht. An 
dieser Achse wandern die Amében aufwiirts, und wenn alle aus dem 
Zuzugsgebiet die Spitze erreicht haben, bildet sich eine Kugel, in deren. 
Innern die einzelnen Amében zu Sporen werden (vergleiche Abb. 10). 
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Das einheitliche Formprinzip ergibt sich aus einem Vergleich der 
Abbildungen 9 und10. Hier kann es sich nicht um eine bloBe Konvergenz- 
erscheinung handeln. Aus einer ,,typischen Reaktionsnorm der Amaben 
zelle“ (KGHN 1943) oder der Myxobakterien-Zelle ergibt sich ein Ganzes. 
Wir bestreiten nicht, daB das vegetative Leben ebenso wie die frukti- 
fikative Periode weitgehend im Zeichen der Konvergenz stehen. Es ist 
aber abwegig zu sagen, Einrichtungen fiir die Ausstreuung von Zysten 


oder Sporen kimen in ganz idhnlicher Form bei Organismen der 


heterogensten Verwandtschaft vor, um damit den Verdacht verwandt- 
schaftlicher Beziehungen zwischen Myzobakterien und Myxomyceten 
zu zerstreuen. In unserem Fall handelt es sich doch um ein einheit- 
liches Gestaltungsprinzip, das in der vegetativen und fruktifikativen 
Phase der Entwicklung zweier nahestehender Organismen zum Aus- 
druck kommt. Wollten wir etwa aus der Ubereinstimmung in der Be- 
wegungsweise der Myxobakterien und Cyanophyceen eine grifere ver- 
wandtschaftliche Beziehung herleiten? Und wo kiime sonst auf dieser 
Entwicklungsstufe ein so hohes morphologisches Gestaltungsvermogen 
zur Geltung, als bei Myxobakterien und Myxomyceten? 


Von der formvergleichenden Feststellung einer Verwandtschafts- 


beziehung zur phylogenetischen Hypothese ist freilich noch ein ent- 


scheidender Schritt. Stammesgeschichtliche Ableitung behauptet ein 
zeitliches Vorhergehen und Aufeinanderfolgen, das nur durch pala- 
ontologische Feststellungen bewiesen, bzw. wahrscheinlich gemacht 
werden kann. Fiir die ersten Formen der Bakterien und Pilze geben 
uns aber die paliiontologischen Funde, die tiberdies in der Deutung 
recht unsicher sind, noch keinerlei sichere Auskunft; von dem ersten 
Auftreten der Myxomyceten und Myxobakterien wissen wir iiberhaupt 
nichts. Fiir das Verhiltnis der Myxomyceten und Myxobakterien ist die 
zeitliche Richtung der Ableitung einstweilen ebenso unsicher wie fiir 
das Verhiiltnis der iibrigen Bakterien-Gruppen zu den niedrigsten 
Phycomyceten-Gruppen oder zu Cyanophyceen. 

Es liegt hier zweifellos ein entwicklungsgeschichtliches Problem 
vor, das auf eine verwandtschaftliche Beziehung von Myxobakterien 
und Myxomyceten in obigem Sinn hinweist. Eine Klirung kann viel- 
leicht aus der Erweiterung unserer Kenntnisse auf zytologischem und 
stoffwechselphysiologischem Gebiet erwartet werden. 


Zusammenfassung. 


Die problematische Stellung der Myxobakterien im System gab Ver- 
anlassung, die Biologie und Entwicklungsgeschichte derselben ein- 
gehender zu untersuchen. 

Die in der Literatur mehrfach aufgeworfene Frage nach der Priméar- 


‘entwicklung der Myxobakterien wurde erneut gestellt und der Beweis 


erbracht, daB es sich um Mikroorganismen des Bodens handelt. 
46* 
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Es wurde nachgewiesen, dafi die Myxobakterien in der Hauptsache : 
mit dem Mist bestimmter Pflanzen- bzw. Allesfresser direkt tibertragen . 
werden. 

Die gefundenen Formen wurden systematisch zusammengestellt und | 
Myzxococcus digitatus als neue Spezies beschrieben. 

Auf Grund der gewonnenen Einsichten in die Systematik wird eine : 
Anderung derselben vorgeschlagen, dahingehend, die Myzobakterien in . 
2 Gruppen, die Myxococcaceae und die Chondromycetaceae, zu gliedern. . 

Mistagarnihrbéden bestimmter Zusammensetzung sowie Erdextrakt- - 
agar erwiesen sich als giinstige Kulturmedien fiir Myxococcus rubes- : 
cens, Myzxococcus virescens und Polyangium fuscum, geniigten da- 
gegen nicht fiir Reinkulturen von Chondromyces crocatus. 

Stoffwechselversuche erstreckten sich auf die Priifung der Ver- 
wertbarkeit von Kohlenhydrat- und Stickstoffquellen. Myxococcus ' 
rubescens zeigte ein gutes Verwertungsvermégen gegeniiber den meisten | 
Kohlenhydraten. Myxococcus virescens und Polyangium fuscum lieRen | 
auf den gepriiften C-Nihrbéden meist nur eine schwiichere vegetative 
Vntwicklung erkennen. Zellulose wird von Myzxococcus rubescens nicht 
als C-Quelle beniitzt. 

C-N-Nihrbéden waren fiir Myxococcus rubescens in den meisten 
Fallen recht brauchbar. Dabei erwies sich auch Laevulose, die allein 
schlecht ausgenutzt wird, als geeignet. Die giinstige nutritive Wirkung 
von Glykose wird in Gegenwart von Ammonnitrat abgeschwacht. 
Maltose scheint in Verbindung mit organischem Stickstoff besser ver- 
wertet zu werden. 

An hoéheren Eiweifiverbindungen zeigte unter anderem Lé6ffler- 
Serum gute Verwertbarkeit, wobei eine starke formative Wirkung 
sichtbar wurde. ; 

Chondromyces crocatus konnte in Reinkultur nicht geziichtet werden. 
Ks gelang nachzuweisen, daB es sich um eine symbiontische Form 
handelt. 

Die starke Abhingigkeit der Fruchtkérperform vom Substrat wird 
an Hand typischer Beispiele gezeigt. 

Die Frage der entwicklungsgeschichtlichen Stellung der Myzxobak- 
terien wird eingehend erértert. Der JAHNsche Standpunkt, die Myxo- 
bakterien als apochlorotische Cyanophyceen zu bezeichnen, wird zu 
widerlegen versucht. 

Es wird eine im Formproblem begriindete Entwicklung erértert und 
in einem Schema die Entwicklungsrichtung dargelegt. 
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Keimung verschieden alter Konidien 
von Aspergillus niger und Wachstum aus ihnen 
gezogener Mycelien. 


Von 
Max Roserc, Hohenlimburg 


unter Mitarbeit von 
GrorG KierA, Karlsruhe. 
Mit 7 Textabbildungen. 
(Hingegangen am 20, Dezember 1948*.) 


e Mit der Frage, welches Alter <Aspergillus-Rassen, insbesondere ihre 
Konidien, erreichen kiénnen, haben sich eine Reihe von Forschern befast, 
die zu unterschiedlichen Auffassungen gelangten. Teils wurden im Zuge 
anderer Versuche Beobachtungen dieser Art nur nebenbei gemacht, und die 
Ergebnisse erscheinen dann oft an versteckter Stelle im Schrifttum, teils 
wurden sie aber auch durch systematisches Studium gewonnen. So beob- 
achtete BrereLp Keimung 6Jahre alter Konidien von Aspergillus flacus, 
Erpam Keimung 10 Jahre alter von Asp. fumigatus und Hansen eine solche 
16jihriger Sporen von Asp. glaucus. Diese Ergebnisse konnte jedoch 
Weumer bei den von ihm kultivierten Pilzen nur teilweise bestatigen; so 
waren die Konidien von Asp. fumigatus nach 6 Jahren und von Asp. glaucus 
bereits nach 1—2 Jahren abgestorben, allein von Asp. flavus erreichte ein 
Teil der Sporen ein héheres Alter und war nach 6 Jahren noch lebend. Nun 
begann man, in die Befunde der friiheren Autoren gewisse Zweifel zu 
setzen, zu Unrecht allerdings, wie kiirzlich Roperc (1948) gezeigt hat, der 
10-15 Jahre alte, eingetrocknete Kulturen von 14 Aspergillus-Arten, die 
in insgesamt 24 Rassen vorlagen, auf ihren Lebenszustand priifte. Durch 
Sporenabimpfung konnten von 11 Arten neue Kulturen angelegt werden, 
nur 3 erwiesen sich als abgestorben?. Die maximale Lebensdauer vieler 
Aspergillus-Arten ist somit hoher, als man gemeinhin anzunehmen gewohnt 
war, sie hiingt aber, wie WEHMER bereits betonte und Rosere ausfiihrlicher 
darlegte, ,,entscheidend von der vorliegenden Rasse ab, da die Fihigkeit, 
cin hohes Alter zu erreichen, neben einer Art- in erster Linie eine Rasse- 
eigentiimlichkeit darstellen diirfte™. 

1 Die Untersuchungen wurden 1943/44 in der pharmakognostischen Ab- 
teilung der Botanischen Anstalten Breslau durchgefiihrt. ; 

2 Infolge eines Versehens geriet in der oben zitierten Verdffentlichung 
von Roserc auf 8.3 bei der Aufzdhlung der abgestorbenen Aspergillus- 
Arten die folgende Zeile in Verlust: 

Aspergillus flavipes ... Alter der Kultur: 12 Jahre. . 

3 McCrea berichtete sogar tiber 22 Jahre alte keimfahige Konidien von 
Asp. Oryzae. U.W. ist dies das bisher hochste einwandfre1 nachgewlesene 
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Bei einem vergleichenden Keimversuch des letztgenannten Autors 
mit den alten und den neu erhaltenen, jungen Sporen zeigte sich je- 
doch, daB, in Ubereinstimmung mit einigen Angaben im Schrifttum, das 
Auftreten des Mycels nach Beimpfung mit alten Konidien verzogert 
war gegeniiber dem Erscheinen des Mycels nach Aussaat junger Koni- 
dien, sich demnach die verschieden alten Sporen in dieser Hinsicht 
unterschieden. Roserc nahm nun an, dab die Keimung der alten 
Konidien verzdgert und so das spiitere Erscheinen der Pilzrasen 
zu erkliiren sei. Der Unterschied in der Keimzeit zwischen alten 
und jungen Sporen betrug bei den zu unseren, weiter unten beschrie- 
benen Untersuchungen benutzten Rassen von Asp. niger bei einer Ver- 
suchstemperatur von 349C 1 Tag. War das erste sichthare Wachstum 
der alten Konidien nach 2 Tagen zu beobachten, so trat das der jungen 
schon nach 1 Tag ein. Hatte Wachstum eingesetzt, konnte nach duber- 
licher Betrachtung kein weiterer Unterschied mehr beobachtet werden; 
sowohl Mycelwachstum wie Konidienfruktifikation verliefen normal. 

Aber gerade der beobachtete Unterschied in dem zeitlichen Auf- 
treten des Mycels nach Beimpfung mit verschieden alten Konidien 
warf eine Reihe von Problemen auf. So interessierte zunichst, wie 
verschiedene Temperaturen einwirkten, weiter, ob sich wirklich die 
gebildeten Mycelien in ihrer Entwicklung gleichartig verhielten, z. B. 
in der Wachstumsgeschwindigkeit, ihrem Gewicht usw. Dann tauchte 
die wohl interessanteste Frage auf, worauf die Verzégerung in der 
Keimzeit der alten Konidien beruhte. 

Das vorhandene Kulturmaterial lieB eine erfolgversprechende Be- 
arbeitung obiger Probleme erwarten, und so wandten wir uns diesen 
Versuchen zu. Infolge Kriegseinwirkung konnten sie allerdings nicht 
in dem zunichst geplanten Mawe durchgefiihrt werden. Da aber eine 
Wiederaufnahme der Untersuchungen wegen des Fehlens der Original- 
kulturen, die im Breslauer Institut verblieben und so in Verlust geraten 


sind, unméglich ist, sei im folgenden iiber die bereits erhaltenen Er- 
gebnisse berichtet. 


Versuchsmaterial. 


Herangezogen wurden zu den Untersuchungen 5 von Rosgera seinerzeit 
benutzte Rassen von Aspergillus niger van Tieghem: Fulda, Géttingen neu, 
Minster I, Minster II und Zwetsche, Rassen, die von Bear und Rosere 
isoliert und schon verschiedentlich zu Untersuchungen verwandt waren. Die 
Pilze befanden sich in Reagensgliisern mit WatteverschluB auf eingetrock- 
neten, festen Nihrbéden. Die Kultur der Rasse Géttingen neu war im Friih- 
jahr 1932, die Kulturen der anderen Rassen waren im Friihjahr 1931 angelegt 
worden; sie wurden die ganze Zeit iiber bei Zimmertemperatur aufbewahrt. 
Verunreinigungen lieBen sich nicht nachweisen. 

Die Anzucht der fiir die Versuche benétigten jungen Konidien erfolgte 
auf Kartoffelschnitzeln in Reagensgliisern mit WatteverschluB, die im Auto- 
klaven sterilisiert waren. Diese Nihrbéden wurden mit Konidien der alten 
Kulturen beimpft und bei 34° gehalten. 5—7 Tage nach der Aussaat kamen 
die neu gebildeten, jungen Sporen zur Benutzung. Da die Mycelien ca. 
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2—4 Tage nach der Beimpfung des Nihrbodens mit der Konidienfruktifikation 
begannen, ist das Alter der jungen Konidien 1—5 Tage, wihrend das der 


alten demgegeniiber 11—13 Jahre betriigt. In der Folge wird dieses Ko- 


nidienmaterial jung bzw. alt genannt werden. AuBerdem wurden fiir ver- 
schiedene Versuche noch Konidien benutzt von Kulturen, die 12 Monate 
yorher aus Sporen der alten Stammkulturen gezogen und bei Zimmertempe- 
ratur aufbewahrt waren. Das Konidienmaterial hatte also folgendes Alter: 


1. Stammkultur ee Kultur = 12 Monate alt 
(11—18 Jahre alt) ~3. Kultur = 5—7 Tage alt 


Keimung, Wachstum und Konidienbildung bei verschiedener 
Temperatur. 

Wie eingangs erwihnt, beobachtete Rosere, daB das Auftreten des 
Mycels nach Beimpfung eines Nihrmediums mit alten Konidien bei 
340 verzégert war gegentiber dem Erscheinen des Mycels nach Be- 
impfung mit jungen Konidien. Schon friiher hatte WrEHMeER festgestellt, 
da® 6 Jahre alte Sporen spiter keimten als junge, ihre Keimzeit mit zu- 
nehmendem Alter wuchs, und bei Zosi keimten 2'/2jihrige Sporen nur 
noch sehr trage. 

Unsere erste Versuchsreihe beschaftigte sich ebenfalls mit diesem 
Problem, sie sollte in erster Linie den Temperaturfaktor als variierende 
iuBere Bedingung beriicksichtigen; ferner sollte die Stdrke des Mycel- 
wachstums und das zeitliche Auftreten der Konidienfruktifikation be- 
obachtet werden, von denen Roserc nur berichtet hatte, da ihre Aus- 
bildung normal verlaufen sei. Ohne Versuche war nicht zu entscheiden, 
ob sich ungiinstige Temperaturen — hohe wie niedere — auf Keimung 
und Sporulation unseres wiirmeliebenden Pilzes gleichmaSig auswirken 
wiirden, oder ob etwa die alten Konidien infolge ihres Alters bereits 
geschadigt waren und daher nur noch bei giinstigen Temperaturen 
keimen und Pilzrasen bilden konnten. 

Alte, 12 Monate alte und junge Konidien wurden auf sterile, in Reagens- 
gliisern mit Watteverschlu& befindliche Kartoffelschnitzel: gebracht und bei 
41 verschiedenen, von 4—54°C ansteigenden, jedesmal 5° auseinander 
liegenden Temperaturen aufbewahrt. Die Temperaturen um 419° schwank- 


‘ten leicht, wihrend die iibrigen konstant gehalten wurden. Irgendein Fehler 


konnte sich hierdurch nicht einschleichen, da sdmtliche Kulturen gleich- 
zeitig angesetzt wurden. Um ein Austrocknen der Nahrbéden wihrend 
der Versuchszeit bei den héheren Temperaturen von 4454° zu verhindern 
und gleichzeitig die fiir eine Keimung erforderliche Luftfeuchtigkeit zu 
gewiihrleisten, wurden die beimpften Reagensglaser in eine feuchte Kammer 
gebracht und diese in den Wirmeschrank gestellt. Die Kulturen wurden 
alle 12 Stunden mit einer Lupe auf Wachstum und Konidienbildung unter- 
sucht. Versuchsdauer: 4 Wochen. 

Die Ergebnisse, die eine Bestiitigung der Befunde von Rosere be- 
deuten, sind aus der TabelleI und den Abbildungen 1 und 2, eraphi- 


-schen Darstellungen einiger Werte der Tabelle, zu ersehen. Da die 


12 Monate alten Konidien sich wie die jungen verhielten, wurden 
sie in den Tabellen nicht mitaufgefiihrt. 


oo and 
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Tabelle I. Keimung alter und junger Konidien einiger Aspergillus niger-Rassen, 
sowie Wachstum und Konidienbildung aus ihnen gezogener Mycelien bei 
verschiedenen Temperaturen. 


bzw. Auftreten von Konidien. 


a Koni- Versuchstemperatur in oC 
g Entwicklung dian 9 | ver oe | oA | o9 | 34 | 39 44 
Mycel sichtbar nach alt ||—| 14 5 3 2.5| 2 1,5) — 
Tagen | jung || — (ee 15/ 1 0,5) 0,5 0,5) 3 
Verzigerungsfaktor*) | alt | 4,7/ 3,3) 3 5 4 3 
ale Wool Tar jo re 98 eT one ee 
Cera jungi—| m| 1] 1| 1] 1]. 1)m 
= : ra F i l 
ry Beginn der Konidien- alt 4 4 1 1 0,5| 05| 1 | — 
bildung in Tagen nach [jung ||—| 5 9 1,5| 2,5} 0,5| 4 1,5 
dem Auftreten des Mycels | / 
Stirke der Konidien- alt }—| Il Hilt I I Ij}— | — 
bildung jung)j—| II; I I I I | Wl | — 
| Mycel sichtbar nach | alt ||—| 10 3 2 a Fa a 1 2 
Tagen jung|}— | 3 ikea etal 0,5| 0,5) 0,5) 1 
Verzégerungsfaktor | alt 3,3} 2 2 3 2 2 2 
= | Wachstum | alt |] ) Tor ere ae ner 
2 jung||—| | I ip ores I | Ul 
>| : : | i | 
Fe Beginn der Konidien- ait diets ey 0,5! 0,5] 051 3 
& bildung in Tagen nach jung ware 15/1 1 05) Ose 
dem AuftretendesMycels "> be | ; ; 
Starke der Konidien- | alt |—| mz| 1/ 1r| 1m] r| «li 
bildung junei—!- OY ed I I I I | il 
Mycel sichtbar nach alt ||—| 10 3,5 | AO Ye ad. One 1,517 235 
| Tagen jung||20 3 11) 2" Poe 0 oe 
Verzégerungsfaktor alt 23537) bests 9) mee H43) ed Ia) | 2 3 2,5 
| Wachstum alt sar ghee t I T) ut 
> | jung IIT; =I I I ed Taye 
= | EOE re RES etal ; ih; aa Ft 
S ame paso uly alt |—| 2 11,5105 | 05! 4 0,5| 1 
ildung in Tagen nach Jjung||—| 5 2 { 05) 1 0.5| 3 
dem Auftreten des Mycels | 
Sturke der Konidien- | alt /—| 1) 1] 1r| 1] 1] 1)m 
bildung |jung]—_ I | ES) UL ee I I | Il 
Zeichenerklirung: — = kein Mycelwachstum bzw. keine Konidienbildung 
I = starkes, Il = mittelmifiges, Il = schwaches Mycelwachstum — 


*) Verzégerung der Keimung alter Konidien gegentiber der Keimung 
junger Konidien. 
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Tabelle I. (Fortsetzung.) 


q Butishitne ps | Versuchstemperatur in °C 
me a. @ | 44 19+) (243) 29") 84 || 39° |) 44 
Mycel sichtbar nach alt ||/—| 9 3 PeOnmmelon el 1 1,5 
Tagen jjung|/15| 2 1 il 0,5] 0,5) 0,5) 1 
Verzogerungsfaktor alt 45) 3 25 |o 2 2 1,5 
Res chatum alt ||—| IL I I I I Ill 
5 jung || IIT I I I I I Il 
& Beginn der Konidien- i led aoe 0.5! 05! 05 1 | 95 
= | bildung in Tagen nach ai) aml oss peeling ela 15 
dem Auftreten des Mycels . ; : Se 
Stirke der Konidien- | alt |—| 1| 1/ m| ao] rl iim 
bildung }jangi—) Tig ee a ae I iy 30) 
Mycel sichtbar nach alt || —| 12 3 2 -Oimel oneal 1 1,5 
Tagen jung|/—| 3 15 Aee Oso O-oNeOLbi ad 
Verzogerungsfaktor alt 4 2 2,.5| 3 2 2 1,5 
LER a LL I I I I i |) 1a 
Wachstum ig 
2 ioe Pane UT Talal sleek Tbe! Belew Lifeek'| TL 
wm a 
R Beginn der Konidien- AE Wee 8 1 1 Spee 1 
bildung in Tagen nach jung|—| 6 166) 1 1 1 1 1 
dem Auftreten des Mycels 
Starke der Konidien- alt ||/—| I I I I I I | 
bildung jung||/—| I I I I I I | 1 
Mycel sichtbar nach alt |j/—| 11 ay) | Ray MPC alae ae ale) 
3 Tagen jung|i—| 2,8] 1,3) 1,0; 0,6; 0,5; 0,5) 1,0 
= | Verzégerungsfaktor alt 3.9| 2.7) 2,5] 28) 26) 2,4] 1,9 
= | Beginn der Konidien- | a |_| 30) 12] 0,9) 0,6| 0,7| 0,8| 1,5 
Q | bildung in Tagen nach jung||—| 5,4/ 1,5] 1,0) 1,0] 0,6] 0,7 1,3 
dem Auftreten des Mycels 


Bei den Temperaturen von 4, 49 und 54° trat innerhalb von 4 Wochen 
kein Wachstum ein. Ob sich nach Verlingerung der Versuchszeit noch 
Entwicklung gezeigt haben wiirde, mége im Hinblick auf Hemrzeter, 
die bei Penicillium glaucum Keimzeiten von iiber 9 Wochen fand, dahin- 
gestellt bleiben. Da nun Wexner beobachtet hatte, dafi Sporenaussaaten, 
die ungiinstiger Temperaturverhiltnisse wegen nicht gekeimt waren, 
alsbald Entwicklung zeigten, wenn sie gtinstigeren Temperaturen aus- 
vesetzt wurden, kamen die obigen, beimpften Kulturréhrchen nach 
4 Wochen in einen auf 34° eingestellten Thermostaten. Es trat zu- 
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nichst Mycelentwicklung der jungen, spater der alten Konidien ein, 
und die Kulturen machten den Eindruck, als seien die Nahrbéden frisch 
beimpft und niché bereits lingere Zeit bei ungtinstigen Temperaturen 


lage 
20 


0 
CN OT ee ee ee Pee ee 9 fy 19M. -29> RU ae 
Abb. 1. Asp. niger Rasse Fulda. Abb. 2. Asp. niger Rasse Miinster I. 


Abb. 1 u. 2. Keimung alter und junger Konidien von Asp. niger Rasse Fulda und Miinster J, 
sowie Beginn der Konidienbildung der aus ihnen gezogenen Mycelien bei verschiedenen Tempera- 
turen. = Keimung; ——— = Beginn der Konidienbildung. 


aufbewahrt worden. Dieser Befund verdient Beachtung im Hinblick 
auf weiter unten beschriebene Versuche, durch besondere Vorbehand- 
jung den Unterschied in der Keimungszeit der verschieden alten Koni- 
dien zu beeinflussen. 

Bis auf geringfiigige, wohl durch die Rasse bedingte Unterschiede, 
verhielten sich alle Pilze gleich. Bei allen Temperaturen, die Aus- 
keimen der Konidien und Weiterwachstum des Mycels gestatteten, war 
cine Keimungsverzdgerung der alten gegeniiber den jungen Sporen 2u 
bemerken, wobei die Verzégerungszeit, wie die Tabelle zeigt, das 
1,9—,9, im Durchschnitt das 2,7fache betrug. Bei der fiir ungeren Pilz 
tiefen Temperatur von 149 war der Verzigerungsfaktor der Keimung ~ 
bei den alten Konidien mit 3,9 am gréBten, wihrend er bei 44° mit 
1.9 am kleinsten war. Bei den Zwischentemperaturen von 19--44° hielt 
er sich in etwa gleicher Héhe von rund 2,6. Die verschiedenen Tem- 
peraturen beeinfluBten wohl den Zeitpunkt der Keimung, vermochten 
aber nicht den zeitlichen Unterschied in der Keimung der alten und 
jungen Konidien aufzuheben, héchstens ihn leicht zu beeinflussen. Im 
weiteren Wachstumsverlauf der Pilzrasen waren die Differenzen, wenn 
sie iiberhaupt bemerkt werden konnten, geringfiigig, und genau so ver- 
hielt es sich mit der Konidienbildung. 

Diese setzte bei den aus jungen Sporen gezogenen Mycelien ver- 
stiindlicherweise wohl eher ein, hatten sie doch friiher Mycel gebildet; 


: 
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die Unterschiede verschwinden aber, wenn wir die in der Tabelle I 
niedergelegten Werte betrachten, die angeben, an welchem Tag nach 
dem Auftreten des Mycels die Konidienfruktifikation begann. 


Das Mycel, die Form der Konidien wie auch ihre Farbung war 
normal und eine Beeintrachtigung der Farbstoffbildung der Pilze nicht 
zu bemerken. BrocHwitrz hatte dagegen Farbinderung der Konidien 
infolge Alters der ausgesiten Sporen beobachtet und daraufhin ganz 
allgemein angenommen, da’ Aspergillus-Konidien, bevor sie ihre Keim- 
fahigkeit einbiiBen, die Fahigkeit zur Ausbildung gewisser Farbstoffe 
verlieren kénnen. Der Befund von ScHramm, dab ein Aspergillus Stamm, 
der 18 Jahre hindurch alle 2 Monate iibergeimpft wurde, keine Konidien- 
triiger mehr entwickelte und anomale Mycelzellen ausbildete, die hefe- 
artige Zellen abschniirten, interessiert hier weniger wegen der vollig 
andersartigen Bedingungen, unter denen sich diese Degeneration ge- 
bildet hatte. 


Wachstum der aus verschieden alten Konidien gezogenen Mycelien. 


Die bisherigen Versuchsreihen hatten ergeben, dai die ersten Mycel- 
fiiden nach Beimpfung eines Niihrmediums mit alten Konidien spater 
sichtbar wurden, als man es nach Beimpfung mit jungem Konidien- 
material beobachten konnte. Es entstand nun die Frage, ob die aus 
verschieden alten Sporen hervorgegangenen Pilzdecken in ihrem Weiter- 
wachstum Unterschiede aufweisen wiirden, etwa derart, dah ein aus 
ihnen gezogenes Mycel mehr oder weniger geschadigt war und daher 
ein schwiicheres Wachstum zeigte, wenngleich die oberen  Versuchs- 
reihen keine Schliisse in dieser Hinsicht gestatten und Rosere friiher 
keine Beeintrichtigung des Mycelgewichtes durch das Alter der Koui- 
dien, die 2 Tage bis 16 Monate betrug, feststellen konnte. Demgegen- 
tiber beobachteten Frey u. PoscHENRIEDER aber eine gewisse Beein- 
flussung insofern, als jiingere Sporen héhere Ernten erbrachten als 
iiltere, bis h6chstens 6 Monate alte. Ferner fand Wenner, dafi ein aus 
ilteren Konidien hervorgegangenes Mycel sich nur trige entwickelte, 
und bei RENon zeigten alte Sporen ein verzogertes Wachstum. Somit 
finden sich im Schrifttum sowohl Beobachtungen tiber Schidigung der 
aus iilteren Sporen hervorgegangenen Pilzdecken, als auch solche, di? 
keine Beeintrichtigung zeigten. 

Der niichste Versuch sollte nun die obige Frage beantworten, wie 
sich die aus unseren 4 Tage und ca. 12 Jahre alten Konidien hervor- 
gegangenen Mycelien zueinander verhalten wiirden, die also recht be- 
deutende Altersunterschiede aufwiesen. 

Es wurden zwei Versuchsreihen unterschiedlicher Anordnung an- 
gesetzt; bei der ersten wurde beobachtet, wie schnell sich die aus ver- 
schieden alten Konidien gezogenen Mycelien auf einem festen Ndhr- 
boden ausbreiteten, wihrend bei der zweiten die Gewichte der auf 
fliissigen Nihrmedien gewachsenen Pilzdecken festgestellt wurden. 
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Versuchsreihe 1, Kultur auf Ndhragar. 


Sterile Petrischalen von 90 mm Innendurchmesser wurden unter sterilen 
Kautelen mit 10 ccm verfliissigtem, sterilen Bierwiirze-Malzextrakt-Agar be- 
schickt. Nach dem Erstarren des Nihrbodens wurde dieser in der Mitte 
durch einen Stich mit einer am Ende rechtwinklig abgebogenen Platinnadel 
mit den gewiinschten Konidien — alte, 12 Monate alte und junge — beimpft. 
Versuchstemperatur: 34°. 

Nach der Keimung bildete sich ein kreisférmiger Mycelrasen, der 
recht gleichmiBig nach allen Seiten hin wuchs. Seine Ausbreitung 
wurde tiglich gemessen. Aus einem Vergleich der erhaltenen Werte 
ging die Zunahme der Ausbreitung des Mycels, seine Wachstums- 
geschwindigkeit hervor. Das Ergebnis ist aus Tabelle II zu ersehen. 
AuBerdem wurden von allen Kulturen tiglich Aufnahmen gemacht. 
Zwei dieser Bilderserien stellen die Abbildungen 3-7 dar, die einen 
anschaulichen Eindruck des Wachstums von Asp. niger Rasse Fulda 
bzw. Zwetsche vermitteln. Da die von 12 Monate alten Konidien er- 
haltenen Werte sich nicht von denen der jungen unterschieden, sind 
sie in der Tabelle wiederum nicht aufgenommen. Stets wurden mehr 
Kulturen angelegt, als notwendig waren, da einerseits leicht Verun- 
reinigungen auftreten kénnen und es andererseits nicht immer gelingt, 
beim Anlegen der Impfstelle in der Mitte der Platte den iibrigen Teil 
des Nahrbodens steril zu halten; sehr leicht fallen nimlich beim Be- 
wegen der Impfnadel tiber den Agarboden hin Konidien ab, die dann 
auch an anderer Stelle als nur der des Einstichs Mycelwachstum ver- 
ursachen. Die Werte in den Tabellen wie auch die Abbildungen geben 
natiirlich den Fortschritt des Wachstums auf der gleichen Kultur- 
platte wieder. 

Das Ergebnis der Versuchsreihe zeigt bei allen Pilzen ein einheit- 
liches und klares Bild. Das Auftreten des Mycels nach Beimpfung mit 
alten Konidien ist um einen Tag verzégert, in der Folge aber weisen 
die Wachstumsgeschwindigkeiten der Pilzrasen der einzelnen Rassen 
etwa gleiche Gréfen auf, wie aus einem Vergleich der Werte iiber den 
taglichen Zuwachs hervorgeht. 

Irgendein Unterschied im Wachstum der Pilzrasen, mégen sie auf 
alte, 12 Monate alte oder junge Konidien zuriickgehen, ist nicht fest-: 
zustellen, die Mycelien verhalten sich in dieser Hinsicht gleich. Eine 
Schddigung des Mycels infolge Alters der Konidien ist nicht zu be- 
merken. 

Hervorzuheben ist noch die Tatsache, daB die Neigung zu Sektoren- 
bildung des Stammes Zwetsche erhalten geblieben ist und beide Mycel- 
rasen, mégen sie auf alte oder junge Konidien zuriickgehen, diese 
Aufspaltung in stark und schwach sporulierende Sektoren zeigen ~ 


(Abb. 6 u. 7). 
Versuchsreihe 2, Wachstum auf Ndhridsung. 


j Frssccna re Sa hel ten A, ead 4 “ ; 
Aus der letzten Versuchsreihe ging hervor, dag die Geschwindig- 
keit des Weiterwachstums bzw. der Ausbreitung der aus alten und 
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Abb. 3. Nach 1 Tag. 


Abb, 4. Nach 3 ‘Tagen. 


Abb. 5. Nach 6 Tagen. 


Abb, 8—5. Wachstum von Asp. niger Rasse Fulda auf Nihragar in Petrischalen. 
Die linken Schalen wurden in ihrer Mitte mit alten. die rechten*mit jun gen Konidien 
beimpft. 
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c Konidien hervorgegangenen Mycelien auf der Oberfliche einer 
adhragarplatte gleich groB war, sobald erstes Wachstum stattgefunden 
hatte. Ein Unterschied bestand nur in dem zeitlichen Auftreten der 
| 
: 


Abb. 7. Nach 5 Tagen. 


‘Abb. 6 u. 7. Wachstum von Asp. niger Rasse Zwetsche aut Nihragar in Petrischalen. 
Die linken Schalen wurden in ihrer Mitte mit alten, die rechten mit jungen Konidien be- 
impft. Sektorenbildung. 


ersten Phase der Mycelbildung. Der Versuch sagt aber wenig aus tiber 
die Stiirke der Pilzrasen, die nach einigen Angaben, wie bereits erwahnt, 
in gewisser Abhingigkeit vom Alter der als Impfeut verwendeten Koni- 
dien stehen kann. Da sich das Gewicht des Mycels einer auf Agar ge- 
wachsenen Kultur nur schwierig bestimmen liBt, wurden die Pilze nun- 
mehr auf einer Nahrlisung gezogen und nach Abtotung der Kultur 
durch Hitze die Trockengewichte der Decken in bekannter Weise er- 


miittelt. 
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Nihrlésung: Natriumnitrat 10,0 g, Kaliumbiphosphat 5,0 g, Mag- - 
nesiumsulfat 2,5 ¢, Eisensulfat 0,025 g, Zinksulfat 0,01 g, Kupfersulfat 0,004 g, 


Handelszucker 100,0 ¢  Leitungswasser 1L., auf pu 5,2 ‘eingestellt. 


200 com fassende ‘Erlenmeyerkolben aus Jenaer Glas 20 wurden mit; 


50. cem obiger Nahrlésung beschickt, mit Wattestopfen verschlossen, sterili- 
siert durch Erhitzen auf 100° im Dampftopf an 2 aufeinander folgenden 
Tagen und gleichmibig mit einer Sporensuspension beimpft. 


Bei einem Vorversuch wurden folgende Mittelwerte der Mycelgewichte - 


nach 4, 7 und 10 Tagen Kulturdauer bei 32° erhalten: 
Versuchspilz: Rasse Miinster I 
nach Beimpfung mit alten Konidien: 0,55; 1 1 
nach Beimpfung mit jungen Konidien: 1,08; 1,12; 0,92 
Versuchspilz: Rasse Miinster IT 
nach Beimpfung mit alten Konidien: 0,90; 1,26; 0,84¢ 
nach Beimpfung mit jungen Konidien: 1,08; 1,02; 0,81 ¢ 

Bei dem Hauptversuch wurden die mit verschieden alten Konidien 
von Asp. niger Rasse Miinster IJ beimpften Kolben bei zwei ver- 
schiedenen Temperaturen (24° und 34°) aufbewahrt und die Ge- 
wichte der Pilzdecken tiglich bestimmt, um so ihre fortschreitenden 
Gewichtsverinderungen besser beobachten zu kénnen. Rorere hatte 
friiher gefunden, da® der Héhepunkt der Mycelentwicklung auf der 
benutzten Nihrlésung, das héchste Erntegewicht, bei 33—34° nach 
ca. 5 Tagen erhalten wurde. 34° diirfte dem Temperaturoptimum des 
Pilzes nahe liegen, das in leichter Abhingigkeit von der Rasse nach 
verschiedenen Autoren zwischen 30 und 40° liegt. Janiscu halt 31° 
fiir die optimale Temperatur, da hier der Pilz in Gegenwart von Giften 
die stirkste Vitalitiéit zeigte, wiihrend die beste Konidienbildung bei 
59,69 stattfand. Die Mittelwerte aus drei Parallelkolben sind aus Ta- 
belle IL zu ersehen. 


Zunichst seien die bei 24° erhaltenen Werte besprochen. In Be- 
statigung des in Tabelle I wiedergegebenen Ergebnisses ist der erste 
Mycelschleier bei den alten Konidien nach 3 Tagen, bei den jungen 
bereits nach 1 Tag sichtbar. Die Erntegewichte steigen in den weiteren 
Tagen an und erreichen bei den alten Konidien nach 9, bei den jungen 
nach 7 Tagen ihren Héchststand, um dann langsam abzufalien. Die 
aus alten Konidien hervorgegangenen Pilzdecken erbringen sogar héhere 
Erntegewichte als die aus jungen gezogenen, 1500 gegen 1220mg. In 
beiden Fallen ist an dem Tag, an dem der Pilz die maximalen Ernte- 
ertrige erbringt, der Zucker verbraucht. 

Fast gleichsinnig verlief die Entwicklung der Pilze bei 349, wenn- 
gleich hier das erste Auftreten des Mycels infolge der héheren Tem- 
peratur zeitlich eher zu beobachten war. Das aus alten Konidien her- 
vorgegangene Mycel erreichte ebenfalls eine, wenn auch geringere und 
sich zudem innerhalb der Streuungsbreite haltende Héhe als das aus 
jungen gezogene, 1200 gegen 1170 mg. 


Die mit den tibrigen Aspergillus-Rassen erhaltenen Werte wiesen 


keine Besonderheiten auf und unterschieden sich grundsiitzlich nicht 
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von den oben niedergelegten, weshalb von ihrer Wiedergabe abge- | 
schen sei. 

Alle Versuchsreihen zeigen, dab aus den alten Sporen unserer ' 
Aspergillus niger-Rassen ein gesundes, keineswegs geschwichtes Mycel ' 
hervorgeht, das praktisch dieselben Gewichtsmengen an Pilzmaterial : 
zu produzieren vermag wie das aus jungen Sporen gezogene?, 

Nach der unterschiedlichen Verinderung des pu-Wertes der Kultur- 
l6sungen im Verlaufe der Versuchstage zu urteilen, scheinen die auf | 
verschieden alte Konidien zuriickgehenden Mycelien jedoch Unter- 
schiede in ihrem physiologischen Verhalten aufzuweisen und sich der | 
biologische Zustand veriindert zu haben, wie friiher fiir andere Rassen 
unseres Pilzes von mehreren Autoren gezeigt werden konnte (u. a 
Saxamura, KapevsacH, Scuwartz u. Lanc, Ripper u. KReuTZMANN, 
Paey, Jacosr u. Scuwartz). Wir wandten uns in der Folge auch diesen 
Fragen zu und untersuchten die Siurebildung der beiden auf ungleich- 
altrige Sporen zuriickgehenden Pilzdecken. Die Versuche erbrachten — 
eine Bestiitigung der soeben geiiuBerten Vermutung, dai im physio- 
logischen Verhalten der Mycelien infolge des Alters der ausgesiten 
Konidien Unterschiede bestehen. In einer gesonderten Abhandlung 
hoffen wir auf diese Ergebnisse niher eingehen zu kénnen. 


Keimversuche mit mikroskopischer Beobachtung. 


Wie oben gezeigt wurde, war die Keimung alter Konidien ver- 
schiedener Asp. niger-Rassen, genauer gesagt, das erste sichtbare Mycel- 
wachstum, stets verzégert gegeniiber der Keimung junger Konidien. 
Welcher Teil der Keimung war nun verzégert oder verlangsamt? Das 
Quellen der Konidien, die Ausbildung des ersten Keimschlauches oder 
evtl. die ersten Wachstumsstadien des sich nunmehr bildenden Mycels, 
das aber in den spiteren Wachstumsperioden keinerlei Unierschiede 
in der Entwicklung erkennen lieB? Da eine Beantwortung dieser Fragen 


aha Diese Versuche mit der zahlenmifBigen Bestimmung der auf Nihr- 
lésung gebildeten Pilzdecken, wie auch die oben beschriebenen, die das 
Wachstum der Pilze in Reagensgliisern bei verschiedenen Temperaturen 
und auf Agarplatten zeigten, wurden ferner mit den folgenden s, Zt. zur 
Verfiigung stehenden Aspergillus-Arten durehgefiihrt: Aspergillus Ficuum 
(Reichardt) Hennings, — Fischeri Wehmer, — flavus Link, — fumigatus 
Fresenius, — fuscus Schiemann und — niger altipes Schiemann; Wachstums- 
versuchen auf Kartoffelschnitzeln in Reagensglisern wurden ferner folgende 
Pilze unterzogen: Asp. amoenus Roberg, — ylaucus Link und — candidus 
(Link ?) Wehmer. Das Alter dieser Kulturen betrug 13—16 Jahre. | 

_ Sie erbrachten einheitlich das gleiche Bild, wie es oben bei den 5 Asp. 
miger-Rassen beschrieben wurde. Bei allen Arten war das Auftreten des - 
ersten Mycels nach der Beimpfung mit alten Konidien verzégert gegeniiber 
dem Sichtbarwerden des Mycels nach Beimpfung mit jungen. Hatte jedoch 
Wachstum eingesetzt, so war in der weiteren Entwicklune der Pilzrasen 
kein groferer Unterschied mehr zu beobachten. ig 

ae die tabellarischen Versuchsaufzeichnungen infolge Kriegseinwirkung 
Pee cree, kann iiber die zahlenmiBigen Ergebnisse leider nicht be- 
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nur nach mikroskopischer Beobachtung der Keimungsvorginge méglich 
war, wandten wir uns nunmehr diesen Versuchen zu. | 
: Unter sterilen Kautelen wurde auf sterile Objekttriger mittels eines 
araffin-Vaseline-Gemisches mit geringem Lanolinzusatz ein mit demselben 
Gemisch iiberzogener, 4mm hoher, vernickelter Messingring von 18mm © 
aufgeklebt. Auf den Boden der so erhaltenen Kammer kam etwas steriles 
Wasser. Bedeckt wurde sie mit einem grofen Deckglas, das mit einem ver- 
fliissigten Paraffin-Vaseline-Gemisch dem Metallring aufgeklebt wurde, nach. 
dem auf die Unterseite des Deckglases ein grofer Tropfen verfliissigter, vor 
dem Erstarren mit wenig Konidienmaterial vermischter Naihragar gebracht 
worden war. 

Die Keimung der verimpften Konidien wurde dann in einem Zimmer mit 
konstanter Temperatur von 23°C +0,2° unter dem Mikroskop verfolgt. Die 
Beheizung des Zimmers erfolgte durch eine Warmwasserheizung und 2u- 
sitzlich durch einen elektrischen Heizofen, dessen Stromzufuhr durch ein 
von einem Kontaktthermometer gesteuertes Relais geregelt wurde. Be- 
nutzte Optik: Leitz Objektive 10 x, 25>< und 45 L; Leitz periplanes Okular 
dio <. 

Von allen Aspergillus-Arten wurden die Priparate mit den verschieden 
alten Konidien stets gleichzeitig angesetzt, um Fehlerquellen nach 
MOglichkeit auszuschlieBen. Von jeder Kultur wurden 2, zeitlich getrennte 
Versuche mit je 2—3 Konidienpriparaten angefertigt, so dal nach Beob- 
achtung von 4—6Priparaten pro Kultur die Keimung der Konidien be- 
urteilt werden konnte. 

Nihragar: Ammoniumnitrat 1,25 g, Kaliumbiphosphat 0.5 g, Mag- 
nesiumsulfat 0,5 g, Eisensulfat 0,05 g, Zinksulfat 0,05 g, Kupfersulfat 0,0125 g, 
Handelszucker 62g, Agar-Agar 10,0 g, Leitungswasser 1 L. Nach Filtration 
durch ein Papierfilter wurde der Nahragar auf pu = 5,4 eingestellt und im 
Autoklaven sterilisiert. 

Bei der mikroskopischen Beobachtung wurde besonders beachtet: 
1. das Quellen der Konidien, 

2. ihr erstes Keimstadium, d.h. das Austreten eines Keimschlauches, und 
3. der Zeitpunkt, an dem bestimmte Prozentsdtze an gequollenen bzw. 
gekeimten Konidien festzustellen waren. 

Bei der Bestimmung dieser Prozentsitze begntigten wir uns mit der 
Feststellung der ungefihren Hundertsatze, die fiir unsere Fragestellung 
geniigte, durch Auszahlen mehrerer Gesichtsfelder. Hiufig muBte aller- 
dings geschitzt werden, da die Sporen in Haufen zusammenlagen. Ta- 
belle IV zeigt die erhaltenen Ergebnisse. In ihr fanden auch die Werte 
Aufnahme, die mit 12 Monate alten Konidien erhalten wurden, die sich 
yon denen der jungen Konidien unterschieden. Friiher wurden derartige 
Differenzen in der Keimungszeit der jungen und 12 Monate alten Sporen 
pei allen anderen Versuchsanordnungen nicht gesehen, da diese eine 
so genaue und einwandfreie Beobachtung nicht gestatteten. 

Die Keimung an sich bot nichts Besonderes, sie vollzog sich bei 
allen Rassen in der bekannten und beschriebenen Form. Die dunklen 
Konidien quolien nach gewisser Zeit und wurden durchsichtiger, sie 
verinderten ihre Gestalt — die runde bzw. leicht ovale Form ging in 
eine leicht abgerundet-eckige tiber — und dann stiilpte sich an einer 
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Stelle ein Keimschlauch hervor. Spater traten meistens noch weitere | 
Schliiuche aus, die in der Folge zu mehr oder weniger verzweigten Pilz- 
{iden heranwuchsen und ein dichtes Hyphengeflecht bildeten, aus dem 


Tabelle IV. Keimung verschieden alter Konidien einiger Aspergillus niger-Rassen be 
23° CO unter mikroskopischer Beobachtwng. 
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sich bald die ersten Konidientriiger, die bekannten Aspergillusképfehen, 


hildeten. 


Die Quellung und besonders die Keimung der einzelnen Konidien 
war sehr wngleichmdpig. Wihrend bei Rasse Fulda z. B. die erste junge 
Konidie schon nach 10 Stunden einen. Keimschlauch entwickelte und 
2 Stunden spiiter 5%o der Konidien gekeimt waren, waren nach weiteren 
8, also insgesaimt 20 Stunden 25 %o zur Keimung geschritten. Inzwischen 
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hatte sich von den zunichst gekeimten bereits ein dichtes Mycelgeflecht 
entwickelt, das weitere Beobachtung der ungekeimten Sporen erschwerte, 
teilweise praktisch unméglich machte. Daher konnte auch die bei den 
mit alten Konidien beimpften Priaiparaten besonders interessierende 
Frage nicht entschieden werden, wieviel Prozent der Sporen noch aus- 
keimten bzw. bereits abgestorben waren, zumal hier die Differenzen in 
der Keimungszeit der einzelnen Konidien bedeutend gréfer waren. Um 
dies mit einiger Genauigkeit bestimmen zu kénnen, hiitte man mit einer 
groBben Zahl von Priparaten arbeiten miissen, die jeweils nur wenige 
Konidien enthalten durften, geplante Versuche, die wegen der Zeit- 
umstinde nicht mehr zur Ausfiihrung kamen. Hatten doch kei Rasse 
Minster I, deren erste Konidie nach 40 Stunden gekeimt war, erst nach 
insgesamt 60 Stunden 25°/o Sporen Keimschliuche gebildet. Nach den 
Erfahrungen von pe Bary und Rosere ist zu schlieben, dab die Koni- 
dien einer Aspergillus-Kultur im Laufe der Zeit nicht gleichmabig, 
sondern nach und nach absterben. Parey fand, dai die Keimprozente 
4, 8 und 12 Monate trocken aufbewahrter Konidien in allen Fallen 70 
bis 80°/o betrugen. Genauere Untersuchungen iiber den mit dem Alter 
fortschreitenden AbsterbeprozeB der Sporen fehlen jedoch. 

Wenn somit in dieser letzten Frage keine Klirung erzielt werden 
konnte, so gaben die Versuche doch ein schénes Bild von dem unter- 
schiedlichen Verhalten der ungleichalterigen Konidien und sie zeigten 
auch, welche Stadien der Keimung bei den alten Konidien verzogert 
waren. 


So trat zuniichst das Vorstadium der eigentlichen Keimung, die 
Quellung, spiiter ein, dann war weiter besonders stark verzigert der 
zwischen der stattgefundenen Quellung und der Keimung, der Bildung 
des ersten Keimschlauches, liegende Zeitraum. Und zwar gebrauchten 
die alten Konidien hierzu durchschnittlich etwa die fast 10fache Zeit 
gegentiber den jungen, wahrend sie zur Quellung nur rund die 4—dfache 
benbtigten. Es waren also beide Phasen, die der Quellung wie der 
Keimung, verzégert. Hatten sich Keimschliuche gebildet, so bemerkte 
man im Wachstum der Hyphen keinen Unterschied, sie wuchsen — wie 
wir es nach dem Ausfall der bisherigen Versuche erwarten konnten — 
gleichstark weiter. 


Bei den mit. alten Konidien beimpften Priparaten fand niemals 
Wachstum der zufiillig mitiibertragenen Lufthyphen statt; diese waren 
infolge ihres Alters stets abgestorben. Wie sich die im Innern des Nahr- 
bodens befindlichen alten Hyphen verhalten haben wiirden, wurde nicht 
testgestellt. Obwohl nach WEHMER Mycel teilweise ein héheres Alter er- 
reichen kann als die Konidien, méchten wir annehmen, daf in unseren 
Kulturen das gesamte Mycel abgestorben war und nur die Sporen die 
iange Lagerzeit von 13 Jahren iebend iiberstanden hatten. Dab im 
Gegensatz hierzu die Hyphen der jungen Kulturen noch lebten und im 
Nihragar weiterwuchsen, ist verstindlich und bedarf kaum der Kr- 
wihnung, waren sie doch héchstens einige Tage alt. 
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Die mikroskopische Beobachtung der Konidienkeimung hatte also 
ergeben, dab bei den alten Konidien sowohl die der eigentliche: 
Keimung vorausgehende Quellung der Konidien spdter einsetzte als be 
den jungen, wie auch die Keimung selbst. 

Die Quellung der Konidien mufs — in Analogie mit der Quellun. 
und anschlieBenden Keimung von trockenen Samen — zunichst als ein 
rein mechanischer Vorgang betrachtet werden und dann weiter als Be- 
ginn des Wachstums. Wiihrend ersterer eine physikalische Erscheinung 
ist, dem lebende wie abgestorbene Konidien unterworfen sind, geht jen 
auf eineTiitigkeit des lebenden Piasmas zuriick und ist Ausdruck eines 
Lebensvorganges. Bevor das eingetrocknete Plasma eine Lebensdiube- 
rung zeigen kann, mu es auf mechanischem Weg das notwendige — 
(Quellungswasser aufgenommen haben. Es mag daher zunachst ver-_ 
stiindlich sein, da® bis 4 Tage alte Konidien eher keimen als i3jahrige, — 
ist doch bei ersteren das Plasma noch keineswegs ausgetrocknet und 
so stark von Feuchtigkeit befreit wie bei diesen, und so konnte die 
erste Wasseraufnahme schneller vor sich gehen. Daf diesem Grund © 
aber nur eine untergeordnete Rolle zukommt, sagen schon die bei der— 
Keimung der 12 Monate alten Konidien erhaltenen Werte. Hier war die— 
(uellung nur geringfiigig verzégert, obschon die Konidien sicherlich — 
ausgetrocknet waren. Die Verzégerung belief sich auf 1—3 Stunden — 
und ist wohl auf den unterschiedlichen Wassergehalt der Konidien — 
zuriickzufiihren, nach erfolgter Quellung keimten beide jedoch ziemlich 
gleichzeitig. Es ist natiirlich méglich, aber kaum anzunchmen, dab die — 
12.Monate alten Konidien bereits infolge Alters leicht geschidigt a 
und daher eine liingere Quellungszeit bendtigten, wie wir ¢s bei der 
13 Jahre alten Konidien annehmen méchten. 

Noch klarer in dieser Beziehung erscheint der nichste Versuch, bei 
dem die zur Keimung benutzten Konidien fast 1 Jahr lang einer 
scharfen Wasserentziehung im Exsikkator unterworfen und sicher hier 
soweit als méglich von Feuchtigkeit befreit worden waren. 

Die auf Kartoffeln in Reagensglisern bei 34° gezogenen Pilze wurden 
bis zur Austrocknung des Nihrbodens im Thermostaten belassen und nach — 
4 Wochen in einen im Zimmer befindlichen. mit Phosphorpentoxyd be- 
schickten Exsikkator gelegt, wo extreme Wasserentziehung erfolgen konnte. 
Parallelkulturen wurden unter normalen Verhiltnissen gelagert. Nach 
v eiteren 11 Monaten wurde die Keimung dieser beiden unter verschiedenen 
Bedingungen aufbewahrten und nunmehr 12 Monate alten Konidien mikro- 
skopisch verfolet. 

Die in Gegenwart von P20; gehaltenen Konidien gebrauchten zur 
Quellung 1—2 Stunden mehr als die anderen, aber nach der Quellung 
bis zur Keimung durehschnittlich die gleiche Zeit. Es war bei ihnen 
demnach regelmibig die erste Phase der Keimung, die Quellung, ver- 
2z6gert, hervorgernfen durch die starke Austrocknung, die wahrschein- 
lich die rein mechanische Wasseraufnahme erschwerte, wiihrend die 
eigentliche Keimzeit nicht verlingert war. Eine Schidigung der Sporen 
durch die starke Austrocknung konnte nicht festgestellt werden, auch 
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Schienen sich die Keimprozente nicht verringert zu haben. Hemmrzeer 
machte demgegeniiber mit Penicilliwm glaucwn gegenteilige Erfahrungen. 
Schon nach 14tiigigem Aufenthalt in trockener Luft keimten nahe dem 
Temperaturoptimum nur noch geringe Hundertsitze, wobei sich die 
Keimzeit um das Doppelte gegeniiber frischen Sporen verzégert hatte. 
Und Bernuauer, Icraver u. KNosrocy fanden nach 9monatiger Lage- 
rung der Sporen von Asp. niger im Vakuum eine Beeintrichtigung 
ihrer Keimfihigkeit. 

Urspriinglich waren unsere Exsikkatorenkulturen angelegt worden 
als ein Versuch, die Alterung der Konidien kiinstlich zu beschleunigen, 
wie Ripper u. KreuTzMann es bereits durchgefiihrt hatten, um so ihre 
Keimzeit zu verlingern. In dieser Hinsicht mufBte er allerdings als 
erfolglos betrachtet werden. 

Nunmehr finden auch die Ergebnisse zweier, schon friiher durch- 
gefiihrter, aber noch nicht erwiihnter Versuche, die jetzt nachgetragen 
seien, eine bessere Beleuchtung: durch Vorbehandlung der alten Koni- 
dien ihre Keimungsverzégerung zu verringern, also das Gegenteil des 
im letzten Experimente angestrebten Erfolges zu erreichen. 

Von der berechtigten Vermutung ausgehend, dafi die verzégerte 
Keimung der alten Konidien z. T. auf eine erschwerte Wasseraufnahme 
infolge starker Austrocknung des Plasmas zuriickzufiihren sei, wurden 
Versuche angesetzt, diesen Unterschied zu beseitigen bzw. zu ver- 
ringern. — Die Sporen wurden zuniachst einige Tage in Feuchtigkeit 
gehalten bei tiefen Temperaturen, die wohl eine mechanische Wasser- 
aufnahme, nicht aber ein Auskeimen gestatteten, anschlieBerid kamen 
sie in den Thermostaten, in dem Wachstum eintreten konnte. Beruhte 
die verzégerte Keimung der alten Konidien ausschlieBlich auf einer er- 
schwerten Wasseraufnahme infolge Austrocknung des Plasmas, so muBbte 
diese Verzégerung nunmehr verschwinden, da es sich bereits bei der 
zur Keimung ungiinstigen Temperatur mit Wasser sattigen konnte. 

Versuch 1. Steriles, in Reagensglisern mit Watteverschlu8 befind- 
liches Leitungswasser wurde mit alten bzw. jungen Konidien unserer 
Versuchspilze versetzt und 7 Tage bei ca. 09 gehalten. Die Konidien- 
aufschwemmungen dienten dann zur Beimpfung von Bierwiirze-Malz-. 
extraktagar-Rohrchen, die bei 349 aufbewahrt und alle 12 Stunden auf 
Mycelwachstum untersucht wurden. Es zeigten sich keine wezentlichen 
Unterschiede gegeniiber den friiher erhaltenen und in der Tabelle 1 
wiedergegebenen Werten; die Differenzen in den Keimzeiten der beiden 
verschieden alten Konidien hatten sich nicht verringert. 

Versuch 2. Nunmehr wurden Agarplatten in schon beschriebener 
Weise in der Mitte mit alten bzw. jungen Konidien beimpft, 4 Tage bei 
ca. 0° aufbewahrt und anschlieBend in den Brutschrank gebracht. Die 
Durchmesser der Mycelrasen wurden tiiglich gemessen; ihre Werte 
unterschieden sich nicht merklich von denen der Tabelle I. 

Hier sei an unsere ersten Versuche erinnert. Dort hatten wir u. a. 
mit den verschiedenen Konidien beimpfte Agarréhrchen 4 Wochen lang 
bei den fiir das Wachstum von Asp. niger ungiinstigen Temperaturen 
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von 4, 49 und 54° aufbewahrt, ohne dafi Keimung eingetreten war. 
Als sie nach dieser Zeit in einen auf 34° eingestellten Thermostaten 
gebracht wurden, trat, in Ubereinstimmung mit den soeben beschriebenen 
Versuchen, zuniichst Mycelentwicklung der jungen, spdter der alten 
Konidien ein. Damals hatte sich also bereits gezeigt, da die infolge 
stiirkerer Austrocknung erschwerte Wasseraufnahme der alten Konidien 
nicht der Hauptgrund fiir das zeitlich unterschiedliche Auskeimen der 
verschieden alten Konidien sein konnte, wie es denn auch die spateren 
mikroskopischen Beobachtungen ergeben haben. 

Wir diirfen annehmen, da8B wahrscheinlich alle Konidien durch ihr 
vorheriges Verweilen in Wasser bzw. Nahragar bei ca. 0° rein mechanisch 
mit Quellungswasser gesiittigt waren, als sie bei der fiir Keimung und 
Wachstum giinstigeren Temperatur mit der weiteren, vitalen Wasser- 
aufnahme, der eigentlichen Keimung begannen. Da aber die physika- 
lische Quellung nur den geringsten Teil der Keimzeit beansprucht, so 
konnte ihre als Folge der Vorbehandlung der Konidien evtl. geringe 
Verminderung bei den verwendeten Versuchsanordnungen keinesfalls 
erfaBt werden. 


Besprechung der Ergebnisse. 


Bei der Priifung dlterer Aspergillus-Kulturen auf ihren Lebens- 
zustand hatte Roperc gefunden, da rund 12 Jahre alte Kenidien bei 
34° auf frischen Naihrbéden spater keimten als junge, wenige Tage alte, 
sich aber die aus ihnen gezogenen Mycelien weder in der Wachstums- 
intensitaét, noch der Konidienfruktifikation unterschieden. In Fort- 
setzung dieser Untersuchungen mit fiinf von Rosere benutzten Rassen 
von Asp. niger konnten zunichst seine Beobachtungen bestitigt und 
weiter festgestellt werden, da Anderung der Versuchstemperatur — 
von 9—89°9C — keinen Einflu8 ausiibte. Stets war die Keimung der 
nunmehr ca. 13 Jahre alten Konidien verzégert gegeniiber der von 
jungen, falls die Versuchstemperaturen ein Auskeimen gestatteten 
(Tab. I und Abb. 1 u. 2). 

Hatte Keimung stattgefunden und sich Mycel gebildet, so unter- 
schieden sich die Pilzrasen in der Stiirke ihres Wachstums in keiner 
Weise. Sie breiteten sich auf Nihragarplatten gleichschnell aus (Tab. II 
und Abb. 3—7) und bildeten auf Na&hrlésungen Decken von gleichem 
Gewicht (Tab. UI). Es schien jedoch, als ob die auf Konidien unter- 
schiedlichen Alters zuriickgehenden Mycelien Unterschiede in ihrem 
physiologischen Verhalten zeigten und sich ihr biologischer Zustand 
veraindert hatte, ein Befund, der Anregung zu gesonderten, ausgedehnten 
Versuchen in dieser Richtung gab. Bei vergleichenden Untersuchungen 
mit Aspergillus-Kulturen ist es daher zweckmikig, von ungefihr gleich 
alten Konidien auszugehen, eine vorsorgliche MaBnahme, um in dieser 
Richtung liegende, migliche Fehlerquellen von vornherein auszu- 
schlieBen, wie im Schrifttum bereits verschiedentlich empfohlen wurde. 

Die Verzégerung in der Keimung der alten Konidien beruhte zu 
einem geringen Teil auf dey stirkeren Austrocknung des Plasmas, die 
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eine erste, mechanische Wasseraufnahme und Quellung erschwerte, wie 
aus Versuchen mit fast 1 Jahr in einem mit P2O; beschickten Exsikkator 
aufbewahrten Sporen hervorging. Diese gebrauchten, wohl rein auf- 
grund der stiirkeren Austrocknung, zu ihrer Quellung eine etwas lingere 
Zeit als gleichalterige, normal aufbewahrte Konidien, wihrend die 
zwischen Quellung und Bildung der Keimschliuche liegende Zeit gleich 
lang war. Das spitere Auskeimen der ca. 13 Jahre alten Konidien geht 
wahrscheinlich in der Hauptsache auf Schidigung infolge des Alters 
zuriick und ist als eine Alterserscheinung aufzufassen. Welcher Art 
diese durch das Alter hervorgerufene Veriinderung, die ,,Alters- 
schidigung“ ist, 1iBt sich unseren Versuchen nicht entnehmen und ¢s 
sei dahingestellt, ob sie sich tiberhaupt ermitteln 1aBt. Vielleicht haben 
sich Veriinderungen im Enzymgefiige abgespielt, auch kénnen Um- 
setzungen bzw. Zersetzungen im Plasma oder mitgefiihrter Stoffe statt- 
gefunden haben. Es sei, wie es sei, bei der Keimung der alten Konidien 
wurde regelmifig eine Verliingerung der Keimungszeit gegentiber 4 Tage 
oder auch 12 Monate alten Konidien beobachtet, wobei der Verzogerungs- 
faktor durchschnittlich um 5 betrug. 

Versuche mit verschieden alten Konidien anderer Aspergilius-Arten 
ergaben den gleichen Befund, wie er mit Asp. niger-Sporen gewonnen 
wurde. Ob und wieweit sich die an Aspergillus erhaltenen Ergebnisse 
verallgemeinern lassen, miissen weitere Untersuchungen ergeben. 


Zusammenfassung. 


1213 Jahre alte Konidien von 5 Aspergillus niger-Rassen keimten 
spiiter als 12 Monate alte und junge, etwa 4 Tage alte, wobei die Ver- 
suchstemperatur grundsatzlich ohne Bedeutung war, falls sie Keimung 
gestattete. 

Verzogert war nach mikroskopischen Beobachtungen sowohl die der 
cigentlichen Keimung vorausgehende Quellung der Sporen, als auch die 
Keimung selbst. 

Die spiitere Keimung der alteren Konidien beruhte zu einem ge- 
ringen Teil auf starkerer Austrocknung, die eine mechanische Wasser- 
aufnahme erschwerte, in der Hauptsache jedoch war sie eine Folge des 
Alters, eine Alterserscheinung. 

Hatte Keimung stattgefunden, so war kein Unterschied festzustellen 
in der Wachstumsstiirke und der Konidienfruktifikation zwischen den 
Mycelien, die auf ungleichalterige Konidien zuriickgingen; sie breiteten 
sich auf Nihragarplatten gleich schnell aus, bildeten auf Nabrloésungen 
Decken von gleichem Gewicht und entwickelten Konidien von nor 


maler Form und Farbe. 
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